Charakterisierung des Imports von Ccs1 und Pet191 in den Intermembranraum durch das Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System by Groß, Dominik
Charakterisierung des Imports von Ccs1 und
Pet191 in den Intermembranraum durch das
Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System
Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultät für Biologie
der Ludwig-Maximilians-Universität München
vorgelegt von
Dominik Peter Groß
aus München
München 2013
Eidesstattliche Erklärung:
Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit
selbstständig verfasst und nur die angegebenen Quellen und Hilfsmittel
verwendet habe.
München, 27.05.2013,
_______________________
(Dominik Groß)
Tag der mündlichen Prüfung: 09. September 2013
1. Gutachter: Prof. Dr. Jürgen Soll
2. Gutachter: Prof. Dr. Heinrich Jung
Sondergutachter: PD Dr. Kai Hell

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis
Zusammenfassung
Verwendete Abkürzungen
I Einleitung 1
I - 1 Proteinimport in Mitochondrien 1
I - 2 Proteinimport in den IMR 3
I - 3 Das Disulfid-Relay-System und seine Komponenten 4
I - 4 Substrate des Disulfid-Relay-Systems mit Zwillings-CX3C- und CX9C-
Motiv 6
I - 5 Mechanismus des Disulfid-Relay-Systems 8
I - 6 Ein IMR-Protein mit Zwillings-CX9C-Motiv: Pet191 11
I - 7 Ein Substrat des Disulfid-Relay-Systems ohne Zwillings-CXnC-Motiv:
Ccs1 13
I - 8 Ziele dieser Arbeit 14
II Material und Methoden 16
II - 1 Geräte und Ausrüstung 16
II - 2 Computeranwendungen und Webseiten 17
II - 3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 17
II - 4 Enzyme 19
II - 5 Antibiotika 19
II - 6 Puffer und Lösungen 20
II - 7 Medien 21
II - 7.1 Bakterienmedien 21
II - 7.2 Hefemedien 22
II - 8 Biologisches Material 22
II - 9 Oligonukleotide 23
II - 10 Plasmide 24
II - 11 Kultivierungsmethoden 27
II - 11.1 Bakterienkultivierung 27
II - 11.2 Hefekultivierung 27
II - 11.3 Herstellen von Hefezellvorräten in Glyzerin 27
II - 12 Molekularbiologische Methoden 28
II - 12.1 Agarosegel-Elektrophorese von DNS 28
II - 12.2 Polymerase-Kettenreaktion 28
II - 12.3 Ligation von DNS 29
II - 12.4 Transformation 30
II - 12.4.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen 30
Inhaltsverzeichnis
II - 12.4.2 Transformation von Escherichia coli 30
II - 12.4.3 Transformation von Hefezellen 30
II - 12.5 Isolierung von Plasmid-DNS aus E.coli 31
II - 12.6 Reinigung von DNS aus Agarose und nach einem Restriktions-
verdau 31
II - 12.7 Messung von DNS Konzentrationen 31
II - 12.8 Restriktionsverdau von DNS 32
II - 12.9 Sequenzierung 32
II - 13 Proteinbiochemische Methoden 32
II - 13.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 32
II - 13.2 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran 33
II - 13.3 Autoradiografie 33
II - 13.4 Fällung von Proteinen mit TCA 34
II - 13.5 Gewinnung von Gesamtzellproteinen 34
II - 13.5.1 Gewinnung von Gesamtzellproteinen zur Analyse der Pro-
teinmengen 34
II - 13.5.2 Gewinnung von Gesamtzellproteinen zur Analyse der
Redoxzustände der Proteine 35
II - 13.6 Gewinnung von Zytosol zur Analyse der Redoxzustände der
Proteine 35
II - 13.7 Rekombinante Proteinexpression in E.coli 36
II - 13.8 Reinigung rekombinanter Proteine 36
II - 13.8.1 GSH-Affinitätschromatographie 36
II - 13.8.2 Nickel-NTA-Reinigung von HisErv1 37
II - 13.9 In vitro Transkription und Translation radioaktiv markierter Pro-
teine 37
II - 13.10 Fällung radioaktiv markierter Proteine 38
II - 13.11 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradfordtest) 38
II - 13.12 Modifikation von Proteinen 38
II - 13.12.1 Proteinmodifikation mit AMS 38
II - 13.12.2 Proteinmodifikation mit IAA 39
II - 13.13 Behandlung von Proteinen mit DTT 39
II - 13.14 Interaktion von Ccs1 Domäne I (AS 1 – 74; Ccs1 dI) mit rekom-
binantem Mia40C 39
II - 13.15 In vitro Oxidation von Pet191 und Tim10 durch das Disulfid-
Relay-System 40
II - 14 Methoden zur Arbeit in organello 41
II - 14.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen 41
II - 14.2 Proteinimport in den IMR von isolierten Mitochondrien 42
II - 14.3 Herstellung mitochondrialer Lysate 42
II - 14.4 Trypsinbehandlung von Mitochondrien 43
Inhaltsverzeichnis
II - 14.5 Trypsinbehandlung von mitochondrialen Extrakten 43
II - 14.6 Erzeugung von Mitoplasten 44
II - 14.7 Präzipitation mitochondrialer Proteine mittels Nickel-NTA 44
II - 15 Immunologische Methoden 44
II - 15.1 Generierung von Antikörpern gegen Pet191 44
II - 15.2 Erzeugung von Serum aus Blut 45
II - 15.3 Reinigung der Antikörper 45
II - 15.4 Immunodekoration von Proteinen auf Nitrozellulosemembran 46
II - 15.5 Immunopräzipitation 47
III Ergebnisse 48
III - 1 Ccs1 – ein unkonventionelles Substrat des Disulfid-Relay-Systems 48
III - 1.1 Die mitochondriale Lokalisierung des Ccs1 ist abhängig von Cys-
tein-Resten in Ccs1 48
III - 1.1.1 Vergleich der Expressionsmengen der Ccs1-Varianten in
Hefezellen 48
III - 1.1.2 Vergleich der Proteinmengen an Ccs1-Varianten in Mito-
chondrien 49
III - 1.1.3 Bestätigung der mitochondrialen Lokalisation der Ccs1-Va-
rianten 51
III - 1.1.4 Vergleich der Proteinmengen von nur mitochondrial lokali-
sierten Ccs1-Fusionsproteinen 52
III - 1.2 Spezifische Cystein-Reste in Ccs1 vermitteln den Mia40-abhängi-
gen Import von Ccs1 53
III - 1.3 Mia40 interagiert mit Ccs1 vor allem über dessen Cysteinrest
C64 56
III - 1.3.1 In der Importreaktion wird kein Disulfid-Intermediat zwi-
schen der Ccs1-C27/64S-Variante und Mia40 detektiert 56
III - 1.3.2 Auch endogenes Ccs1 interagiert vor allem über seinen
Cystein-Rest C64 mit Mia40 58
III - 1.3.3 Die rekombinante Domäne I von Ccs1 interagiert mit
Mia40 60
III - 1.4 Der Redoxzustand der Ccs1-Varianten 61
III - 1.4.1 Ccs1 weist in Mitochondrien eine stabile Disulfidbrücke auf
 61
III - 1.4.2 Die stabile Disulfidbrücke ist auch in den Ccs1-Fusionspro-
teinen vorhanden 63
III - 1.4.3 In zytosolischem Ccs1 findet sich keine stabile Disulfidbrü-
cke 64
III - 1.5 Der Einfluss der Ccs1 Varianten auf den Redoxzustand von Sod1
in Mitochondrien 65
Inhaltsverzeichnis
III - 1.6 Die Sensitivität des Ccs1 und der Ccs1-Variante C27/64S gegen-
über Trypsin 67
III - 1.6.1 Die mitochondriale Ccs1-Variante C27/64S ist empfindli-
cher gegenüber dem Verdau mit Trypsin als WT-Ccs1 67
III - 1.6.2 Die Ccs1-Fusionsprotein-Variante C27/64S ist auch sensitiv
gegenüber Trypsinverdau 68
III - 1.7 Lokalisierung einer Cystein-freien Ccs1-Variante 69
III - 1.7.1 Die Expression der Cystein-freien Ccs1-Variante ist in Zel-
len erhöht 69
III - 1.7.2 Die Menge der Cystein-freien Ccs1-Variante in Mitochond-
rien ist unabhängig von der Menge an Mia40 70
III - 2 Pet191 – ein Substrat des Disulfid-Relay-Systems 72
III - 2.1 Abhängigkeit der Mengen an Pet191 in Mitochondrien von
Mia40 und Erv1 72
III - 2.1.1 In Mitochondrien mit verringerten Mengen an Mia40 liegt
weniger Pet191 vor 72
III - 2.1.2 In Mitochondrien mit verringerten Mengen an Erv1 liegt
weniger Pet191 vor 74
III - 2.2 Der Import von Pet191 in Mitochondrien 75
III - 2.2.1 Die Zugabe von ATP und NADH hat keinen Einfluss auf den
in vitro Import von Pet191 75
III - 2.2.2 Bei steigender DTT-Konzentration nimmt der in vitro
Import von Pet191 ab 76
III - 2.2.3 Der in vitro Import von Pet191 hängt von den mitochond-
rialen Mengen an Mia40 ab 78
III - 2.2.4 Der in vitro Import von Pet191 benötigt funktionelles Erv1
 79
III - 2.3 Der Redoxzustand von Pet191 in Mitochondrien 80
III - 2.3.1 Pet191 bildet stabile Disulfidbrücken 80
III - 2.3.2 Die Stabilität der Disulfidbrücken von Pet191 ändert sich
nach einer TCA-Fällung 82
III - 2.4 In vitro Rekonstitution der Bildung von Disulfidbrücken in
Pet191 durch das Disulfid-Relay-System 83
III - 2.5 Interaktion von Pet191 mit Mia40 85
III - 2.5.1 Radioaktiv markiertes Pet191 interagiert mit Mia40 nach
in vitro Import 85
III - 2.5.2 Ein Disulfid-Intermediat zwischen Pet191 und Mia40 bildet
sich in isolierten Mitochondrien 87
III - 2.5.3 Mehr Erv1 verringert die Menge des Intermediats in isolier-
ten Mitochondrien nicht 89
Inhaltsverzeichnis
IV Diskussion 91
IV - 1 Ccs1 91
IV - 1.1 Der Importweg von Ccs1 in Mitochondrien 91
IV - 1.2 Die Interaktion von Ccs1 mit Mia40 92
IV - 1.3 Der Redoxzustand von Ccs1 in Mitochondrien 94
IV - 1.4 Die stabile Faltung von Ccs1 94
IV - 1.5 Modell der Biogenese von Ccs1 95
IV - 2 Pet191 97
IV - 2.1 Der Import von Pet191 in Mitochondrien 97
IV - 2.2 Der Redoxzustand von Pet191 in Mitochondrien 98
IV - 2.3 Die Interaktion von Pet191 mit Mia40 99
IV - 2.4 Erkenntnisse zur Biogenese von Pet191 100
Referenzen 102
Veröffentlichungen 112
Lebenslauf 113
Danksagung 114
Zusammenfassung
ZusammenfassungDas Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System sorgt für den Import von Proteinen mit Cystein-resten in den Intermembranraum (IMR) von Mitochondrien. Die beschriebenen klassi-schen Substrate dieses Systems tragen ein Zwillings-CX9C- oder -CX3C-Motiv, das für denImport der Substrate in den IMR von Mitochondrien essentiell ist. Zwischen den Cystein-resten baut Mia40 Disulfidbrücken ein und vermittelt über diese oxidative Faltung denImport der Substrate in den IMR.Kürzlich sind allerdings weitere Substrate des Disulfid-Relay-Systems beschrieben wor-den. Ein im IMR lokalisiertes Protein mit sieben Cysteinen, aber ohne eines der obengenannten Cysteinmotive ist das Kupferchaperon von Sod1, Ccs1. Dieses Multidomänen-protein ist sowohl im Zytosol als auch im IMR lokalisiert und sein Import hängt vomMia40-Erv1-Disulfid-Relay-System ab (Reddehase et al., 2009). Es ist jedoch unbekannt,wie Ccs1 mechanistisch durch das Disulfid-Relay-System importiert wird. Weist dasCcs1 Disulfidbrücken auf und spielen bestimmte Cysteine für seinen Import eine Rolle?Um diese Fragen zu beantworten, wurden in dieser Arbeit Cystein-zu-Serin-Variantenvon Ccs1 untersucht. Zunächst wurde die Lokalisation dieser Varianten charakterisiert.Ccs1 wird ohne das Cystein C64 nicht effektiv in Mitochondrien importiert und die Loka-lisation dieser Variante wird auch nicht wesentlich von der Menge an Mia40 beeinflusst.In Interaktionsexperimenten stellte sich heraus, dass Mia40 mit Ccs1 über dieses Cys-tein interagiert. In mitochondrialem Ccs1 konnte eine Disulfidbrücke zwischen den Cys-teinen C27 und C64 nachgewiesen werden, die in zytosolischem Ccs1 nicht beobachtetwurde. Ohne dieses Cysteinpaar erwies sich mitochondriales Ccs1 empfindlicher gegen-über einem Verdau mit Trypsin. Obwohl Ccs1 kein Zwillings-CXnC-Motiv trägt, bautMia40 also eine Disulfidbrücke in das Protein ein, die wichtig für dessen Stabilität ist,und lokalisiert diese Fraktion von Ccs1 im IMR. Die Effizienz des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems beeinflusst somit die Verteilung von Ccs1 zwischen Zytosol und demmitochondrialen IMR.Im zweiten Teil der Arbeit wurde Pet191, ein kleines IMR-Protein mit einem Zwillings-CX9C-Motiv, untersucht. Interessanterweise sind nicht nur vier, sondern sechs seinersieben Cysteine konserviert. Obwohl Pet191 mit seiner geringe Größe und seinem Cyste-
Zusammenfassunginmotiv den bisher bekannten Mia40-Substraten stark ähnelt, wurde beschrieben, dassder Import dieses Proteins von funktionellem Erv1 unabhängig sei (Khalimonchuk et al.,2008). Im Rahmen dieser Arbeit sollte bestimmt werden, ob der Import von Pet191 inden IMR komplett vom Disulfid-Relay-System unabhängig ist und ob die Biogenese desProteins, z.B. die Oxidation und Faltung, das Disulfid-Relay-System benötigt. Untersu-chungen zu den Proteinmengen von Pet191 in Mitochondrien mit herunterreguliertenMengen an Mia40 und Erv1 zeigten, dass die Menge von Pet191 von den Mengen anMia40 und Erv1 abhängig ist. Mit diesen Ergebnissen und durch in vitro Importe vonPet191 in isolierte Mitochondrien konnten die bisherigen Studien widerlegt werden undnachgewiesen werden, dass der Import dieses Proteins vom Disulfid-Relay-Systemabhängt und sich Pet191 bezüglich der Parameter des Imports wie ein Substrat diesesSystems verhält. Pet191 interagiert mit Mia40 und trägt mindestens zwei Disulfidbrü-cken, die von Mia40 in das Protein eingebaut werden. Diese Ergebnisse charakterisierenPet191 als Substrat des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems.
Abkürzungen
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I Einleitung
I - 1 Proteinimport in MitochondrienMitochondrien in Hefe enthalten ca. 850 verschiedene Proteine (Reinders et al., 2006).Nur eine Hand voll dieser Proteine werden von den Organellen selbst kodiert und syn-thetisiert. Die meisten Proteine werden im Zellkern kodiert, im Zytosol translatiert undmüssen in die Mitochondrien importiert werden (Neupert und Herrmann, 2007). Mito-chondrien bestehen aus vier Subkompartimenten: der Matrix, der äußeren Membran,der inneren Membran und dem Intermembranraum (IMR). Es haben sich verschiedeneSysteme entwickelt, um die Proteine spezifisch zu ihrem Zielkompartiment zu transpor-tieren.Alle im Zytosol translatierten Proteine passieren die äußere Membran ungefaltet durchden TOM (translocase of the outer membran)-Komplex. Diese Translokase besteht ausdem porenformenden Protein Tom40 und verschiedenen Rezeptorproteinen (van derLaan et al., 2006; Neupert und Herrmann, 2007). Nach der Passage durch die äußereMembran teilen sich die Importwege der importierten Proteine und diese werden durchweitere spezialisierte Systeme in ihr jeweiliges Zielkompartiment geleitet.Hydrophobe Proteine mit β-Fass Struktur, die in die äußere Membran integriert werdensollen, werden durch Chaperonkomplexe der kleinen Tims durch den hydrophilen IMRzum TOB (topogenesis of mitochondrial outer membrane β-barrel proteins)/SAM (sor-ting and assembly machinery)-Komplex gebracht, der sie in die Membran inseriert(Wiedemann et al., 2004; Webb et al., 2006). Andere Proteine der äußeren Membran miteinzelnen oder multiplen α-Helices als Transmembrandomänen werden durch den MIM-Komplex (mitochondrial import), bestehend aus Mim1 und Mim2, in die Membran inse-riert (Dimmer et al., 2012).Proteine, die in die Matrix importiert werden sollen, tragen ein abspaltbares, N-term.Matrix-Sortierungs-Signal (Präsequenz). Dieses amphipathische Signal besteht aus einerHelix, die auf einer Seite positivgeladene, auf der anderen Seite hydrophobe AS trägt. Inden meisten Fällen wird dieses Importsignal in der Matrix proteolytisch abgespalten.Die Translokation in die Matrix geschieht durch die TIM23 (translocase of the inner
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membrane)-Translokase. Dazu wird ein Membranpotential über die Innenmembran undATP benötigt (Neupert und Brunner, 2002; Neupert und Herrmann, 2007). TOM-Komplex und TIM23-Translokase sind in der äußeren bzw. inneren Membran der Mito-chondrien übereinander positioniert und arbeiten so besonders effektiv zusammen(Schwaiger et al., 1987).Für Proteine, die in die innere Membran inserieren, gibt es drei verschiedene Wege.Einerseits gibt es ein Stopp-Transfer-System, das ebenfalls die TIM23-Translokasebenutzt. Substrate dieses Weges tragen eine N-term. Präsequenz ähnlich der, die obenfür den Matriximport beschrieben wurde. C-term. von diesem Signal folgt zusätzlich einhydrophobes Segment. Anders als die Matrixproteine arretieren diese Substrate in derTIM23-Translokase und werden seitlich in die innere Membran freigesetzt. DieserImportweg benötigt das Membranpotential über die innere Membran (van Loon et al.,1986; Glaser et al., 1990). Ein Beispielsubstrat für diesen Importweg ist Mia40 (Naoé etal., 2004). Ein zweiter Importweg stellt die membranpotentialabhängige Insertion übereine andere Translokase in der inneren Membran dar, über den TIM22-Komplex (Káldiet al., 1998). Der TIM22-Komplex ist darauf spezialisiert, Proteine in die innere Memb-ran einzubauen. Seine Substrate tragen multiple Transmembransegmente und sind häu-fig Transporter oder Translokasekomponenten. Beispiele sind Tim23, Tim17, Tim22oder AAC (ADP/ATP carrier). Diese hydrophoben Proteine tragen interne Signalsequen-zen und werden mittels Chaperonkomplexe der kleinen Tims durch den hydrophilenIMR zum TIM22-Komplex geleitet (Sirrenberg et al., 1996; Koehler et al., 1999b; Leuen-berger et al., 1999; Curran et al., 2002). Der dritte Weg der Insertion in die innereMembran erfolgt nach dem Import der Präproteine in die Matrix. Oxa1 (oxidase assemb-ly) baut die Substrate dieses Weges von der Matrixseite in die Membran ein. Dieser Wegspiegelt Proteinsortierungswege in den bakteriellen Vorläufern der Mitochondrien wie-der und wird deshalb als konservative Sortierung bezeichnet. Ein Substrat diesesImportweges ist beispielsweise Oxa1 selbst. Über dieses System werden auch die mito-chondrial-codierten Proteine in die innere Membran eingebaut, die in der Matrix synthe-tisiert werden. Beispiele hierfür sind Komponenten der Atmungskette, wie Cox1, Cox2und Cox3 (cytochrome c oxidase) (Hell et al., 1998; Hell et al., 2001). Aber es gibt Hin-weise, dass die Importsysteme nicht nur streng getrennt arbeiten. Mdl1 (multidrug
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resistance-like), ein Protein der inneren Membran mit sechs Transmembrandomänenund komplexer Topologie, benötigt sowohl das Stopp-Transfer-System derTIM23-Translokase als auch die konservative Sortierung des Oxa1-Komplexes für seineBiogenese (Bohnert et al., 2010).
I - 2 Proteinimport in den IMRDie meisten Proteine des IMR haben ein niedriges Molekulargewicht. Sie haben wichtigeFunktionen in verschiedenen Prozessen wie metabolischen Reaktionen, Metabolit- undProteintransport zwischen äußerer und innerer Membran oder der Kontrolle des regu-lierten Zelltods (Neupert und Herrmann, 2007). Der Proteinimport in den IMR erfolgtauf verschiedenen Wegen und wird ebenfalls durch Translokasen sichergestellt (Herr-mann und Hell, 2005).Einer dieser Wege bedient sich der TIM23-Translokase. Nicht alle Proteine mit amphi-pathischer Präsequenz und darauf folgendem hydrophobem Segment, die das obenbeschriebene Stopp-Transfer-System nutzen, enden als integrierte Membranproteine inder inneren Membran, sondern einige davon auch im IMR. Nach Einbau dieser Proteinein die innere Membran entfernt die Protease MPP (mitochondrial-processing peptidase)die oben beschriebene amphipathische Präsequenz am N-term. des Proteins. Der IMP(inner membrane peptidase)-Proteasekomplex prozessiert meist die Präproteine imIMR weiter und schneidet auf der IMR-Seite nach ihrer Transmembrandomäne. Dadurchlandet das reife Protein löslich im IMR. Dieser Importweg ist abhängig vom Membran-potential über der Innenmembran, aber nicht in allen Fällen von Matrix-ATP. Ein Bei-spielsubstrat für diesen Weg ist Cytochrom b2 (Glick et al., 1992; Hahne et al., 1994; Bömer et al., 1997b; Neupert und Herrmann, 2007).Andere Importwege in den IMR sind nicht abhängig von einer Präsequenz. Interne Sig-nale in diesen Substraten sind teilweise bekannt (Herrmann und Hell, 2005). Bei einemdieser präsequenz-unabhängigen Importwege werden Proteine durch Assoziation mitder Außen- oder Innenmembran, vermutlich über Membranproteine, im IMR gehalten.Dieser Weg benötigt den TOM-Komplex als einzige Translokase und ist unabhängig von
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Membranpotential und ATP. Beispiele sind Hämlyasen wie CCHL (cytochrome c hemelyase) (Steiner et al., 1995; Diekert et al., 1999).Ein weiterer Importweg bedient sich des sogenannten folding trap-Mechanismus. Dabeiwerden Kofaktoren wie Metallionen in Proteine eingebaut und sie dadurch stabil gefal-tet. Die gefalteten Proteine können den IMR nicht mehr verlassen und sind dort lokali-siert. Cytochrom c wird beispielsweise durch den Einbau eines Kofaktors durch CCHLzur Faltung angeregt und so im IMR lokalisiert (Dumont et al., 1988; Dumont et al.,1991; Lutz et al., 2003) Auch ein anderer Mechanismus bedient sich der folding trap. Jedoch wird in diesem Fallkein Kofaktor in das Protein eingebaut. 2005 wurde ein Mechanismus beschrieben, derProteine im IMR oxidativ faltet, indem er Disulfidbrücken in seine Substrate einbaut,und dadurch in diesem Subkompartiment hält: das Disulfid-Relay-System (Mesecke etal., 2005). Dieses System, seine Komponenten, sein Wirkmechanismus und seine Subst-rate sollen im Weiteren detailliert beschrieben werden.
I - 3 Das Disulfid-Relay-System und seine KomponentenDie IMR Proteine Mia40 (mitochondrial IMS import and assembly) und Erv1 (essentialfor respiratory growth and viability) repräsentieren die zentralen Komponenten desDisulfid-Relay-Systems. Beide Proteine sind in Eukaryonten weit verbreitet und starkkonserviert. Sie sind essentiell für die Lebensfähigkeit der Hefe (Lee et al., 2000; Cha-cinska et al., 2004; Naoé et al., 2004; Terziyska et al., 2005). Wenn das Disulfid-Relay-System in seiner Funktion beeinträchtigt ist, indem die Mengen von Mia40 oder Erv1herunterreguliert sind, sind die Proteinmengen der Substrate dieses Systems in Mito-chondrien stark verringert (Mesecke et al., 2005; Terziyska et al., 2007; Reddehase et al.,2009).Mia40 hat ein Molekulargewicht von 44,5 kDa und verfügt über eine ca. 8 kDa großekonservierte Domäne, die ein redoxaktives CPC-Motiv mit einer katalytisch aktivenDisulfidbrücke und ein strukturelles, oxidiertes Zwillings-CX9C-Motiv enthält (Naoé etal., 2004; Terziyska et al., 2009; Banci et al., 2009; Kawano et al., 2009). Diese Domänebefindet sich im IMR (Naoé et al., 2004). Die Struktur dieser Domäne von Mia40 in Hefe
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bildet eine hydrophobe Grube, in der sich eine α-Helix eines Substrats anlagern kann.Das redoxaktive Cysteinpaar von Mia40 ist dabei so positioniert, dass es auf das Substratzugreifen kann (Kawano et al., 2009). In Pilzen ist Mia40 über ein N-term. Transmemb-ransegment in der inneren Membran verankert. Dieses Ankersegment sorgt für denImport von Mia40 über das Stopp-Transfer-System. Es ist nicht essentiell für die Funk-tion des Proteins und findet sich nicht in Tieren oder Pflanzen (Naoé et al., 2004; Cha-cinska et al., 2004; Hofmann et al., 2005; Grumbt et al., 2007).Über die essentielle Rolle von Erv1 für die Lebensfähigkeit der Hefe wurde schon 1992berichtet. Eine Tetradenanalyse zeigte, dass Sporen mit zerstörtem ERV1-Gen einenstarken Wachstumsdefekt aufwiesen und ihr Wachstum nach 3 – 4 Tagen einstellten (Li-sowsky et al., 1992). Im Rahmen dieser Untersuchung konnte festgestellt werden, dassdie temperatursensitive Mutante pet-ts492, die während des Wachstums unter restrikti-ver Temperatur Probleme in der Synthese mitochondrial-kodierter Proteine aufwies,einer Mutation im ERV1-Gen entsprach (Lisowsky et al., 1992). Die Flavin-bindendeSulfhydryloxidase Erv1 ist im IMR lokalisiert und dient als Reaktivator von Mia40,indem sie das funktionelle Cysteinpaar im CPC-Motiv oxidiert, das im Laufe der Funktionvon Mia40 reduziert wird (siehe I - 5) (Lee et al., 2000; Lange et al., 2001; Grumbt et al.,2007; Terziyska et al., 2009). Erv1 ist 22 kDa groß und besteht aus zwei Domänen: einerflexiblen, wenig strukturierten N-term. Region (Shuttle Domäne) und einer C-term.Region, an die der Kofaktor FAD gebunden ist (FAD Domäne) (Lee et al., 2000; Coppockund Thorpe, 2006; Fass, 2008; Guo et al., 2012). In der konservierten FAD Domäne bil-den zwei Cysteine, C159 und C176, eine strukturelle Disulfidbrücke, die von Mia40 wäh-rend des Imports von Erv1 in den IMR eingebaut wird (Kallergi et al., 2012). Mittels sei-ner FAD Domänen bildet Erv1 nicht-kovalente Homodimere. Elektronen fließen vonMia40 auf ein CXXC-Motiv in der Shuttle Domäne (C30 und C33) und von dort auf dasCXXC-Motiv in der FAD Domäne des Partnerproteins (C130 und C133). Anschließendwerden die Elektronen auf das FAD übertragen (Bien et al., 2010; Lionaki et al., 2010;Guo et al., 2012). In Pilzen und in anderen untersuchten Eukaryonten wird das FADdurch Cytochrome c oxidiert. Dadurch gehen die Elektronen in den Elektronenfluss derAtmungskette ein. Weiterhin kann Erv1 Elektronen auf O2 unter Bildung von Wasser-
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stoffperoxid übertragen, das von der Cytochrom c Peroxidase zu H2O reduziert wird (Fa-rell et al., 2005; Bihlmaier et al., 2007; Dabir et al., 2007; Eckers et al., 2013).Eine weitere Komponente des Disulfid-Relay-Systems ist Hot13 (helper of tim). DasIMR-Protein ist 13,5 kDa groß, trägt 11 Cysteine und ist nicht essentiell für die Lebensfä-higkeit der Hefe. Es bindet Zink und ist innerhalb der Eukaryonten konserviert. Hot13wurde zuerst als Faktor identifiziert, der für die Bildung der Komplexe der kleinen Timsim IMR nötig ist (Curran et al., 2004). Spätere Studien zeigten, dass es mit Mia40 inter-agiert und dieses Zink-frei hält, damit Mia40 effektiv von Erv1 oxidiert werden kann(Mesecke et al., 2008).
I - 4 Substrate des Disulfid-Relay-Systems mit Zwillings-CX3C- und
CX9C-MotivDie meisten bekannten Substrate des Disulfid-Relay-Systems sind klein und haben eineHelix-Bogen-Helix Konformation, wobei die beiden Helices mit zwei Disulfidbrückenverbunden sind (Abajian et al., 2004; Arnesano et al., 2005; Webb et al., 2006; Baker etal., 2009). Die Cysteine, die diese Brücken ausbilden, sind entweder durch drei oderdurch neun AS getrennt. Diese Sequenzmotive werden Zwillings-CX3C- bzw. Zwillings-CX9C-Motive genannt. In Hefemitochondrien existieren 15 Proteine mit Zwillings-CX9C-Motiv und fünf Proteine mit Zwillings-CX3C-Motiv. Die meisten davon sind bis zum Men-schen konserviert (Gabriel et al., 2007; Longen et al., 2009). Mia40 selbst trägt auch einZwillings-CX9C-Motiv. In vitro konnte nachgewiesen werden, dass die Cysteine des Zwil-lings-CX9C-Motivs von Hefe Mia40 von Mia40 oxidiert werden können (Grumbt et al.,2007). Dieses Motiv und vermutlich auch seine Oxidation sind wichtig für eine stabileFaltung von Hefe Mia40 (Terziyska et al., 2009). Wie oben beschrieben (s. I - 3) verfügtMia40 in Tieren und Pflanzen nur über seine C-term. aktive Domäne und besitzt keine N-term. Domäne und keine Präsequenz (Hofmann et al., 2005). Mia40 wird in Tieren undPflanzen also nicht über das Stopp-Transfer-System wie in Hefe importiert. Der Importgeschieht wie bei einem typischen Substrat des Disulfid-Relay-Systems mit Zwillings-CXnC-Motiv über Mia40 im IMR (Chacinska et al., 2008). Zusätzlich spielt ALR (aug-
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menter of liver regeneration, menschliches Homolog von Erv1) eine Rolle bei der richti-gen Lokalisation und Biogenese von humanem Mia40 (Sztolsztener et al., 2013).Alle bekannten Proteine mit Zwillings-CX3C-Motiv gehören zu den kleinen Tims, die Cha-peron-Aufgaben im IMR übernehmen, indem sie – wie oben beschrieben (s. I - 1) – hyd-rophobe Präproteine durch den hydrophilen IMR geleiten (Koehler et al., 1998; Sirren-berg et al., 1998; Hoppins und Nargang, 2004). Die kleinen Tims formen heterohexa-mere Komplexe (Adam et al., 1999; Koehler et al., 1999a; Curran et al., 2002). Vor derBildung dieser aktiven Chaperonkomplexe müssen die intramolekularen Disulfidbrü-cken geknüpft werden (Lu et al., 2004).Die Rolle der Proteine mit Zwillings-CX9C-Motiv ist vielfältiger. Viele sind am Aufbau desKomplexes IV der Atmungskette beteiligt (Longen et al., 2009). Das Protein Cox17 bei-spielsweise liefert Kupfer an Cox1 und Cox2, Untereinheiten von Komplex IV. In vitro istdie Bindung von Kupfer an Cox17 redoxreguliert (Glerum et al., 1996; Carr und Winge,2003; Abajian et al., 2004). Auch für Cox19 und Cox 23 – deren Struktur Cox17 ähnelt –wird eine Beteiligung am Kupfertransport vermutet, auch wenn sie Kupfer vielleichtnicht direkt binden (Nobrega et al., 2002; Barros et al., 2004; Rigby et al., 2007). Es gibtallerdings auch Proteine mit Zwillings-CX9C-Motiv, die nicht in den Aufbau des Komple-xes IV involviert sind. Da ist zum einen Mdm35, das für den stabilen Import von Ups1,Ups2 und Ups3 sorgt. Diese drei Faktoren sind wichtig für die Lipid-Homöostasis inMitochondrien (Tamura et al., 2009; Potting et al., 2010). Ein weiteres Beispiel ist Som1,die dritte Untereinheit des IMP-Komplexes, der Peptide im IMR prozessiert (Jan et al.,2000; Longen et al., 2009).Interessanterweise gibt es erste Untersuchungen, nach denen es weitere Substrate desDisulfid-Relay-Systems gibt, die kein Zwillings-CXnC-Motiv aufweisen. Bisher beschrie-ben wurden zum einen Erv1, das selbst eine Komponente dieses Systems ist, und zumanderen Ccs1, das unten ausführlich beschrieben wird (s. I - 7) (Terziyska et al., 2007;Reddehase et al., 2009).
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I - 5 Mechanismus des Disulfid-Relay-SystemsDer Mechanismus des Imports der Substrate in den IMR von Mitochondrien durch dasDisulfid-Relay-System ist für Substrate mit Zwillings-CXnC-Motiv gut verstanden. DieSubstrate können den TOM-Komplex nur entfaltet und reduziert passieren und in denIMR gelangen (Lutz et al., 2003; Morgan und Lu, 2008).  Im Zytosol werden die Substratedurch Zinkbindung und durch das Thioredoxinsystem reduziert und damit importkom-petent gehalten (Morgan et al., 2009; Durigon et al., 2012). Nachdem das Substrat in denIMR gelangt ist, interagiert es mit Mia40 (s. Abb. 1). Durch diese Interaktion wird dieFaltung der ersten α-Helix des Substrates durch eine Chaperonfunktion von Mia40 aus-gelöst. Diese Faltung führt wiederum zur Mia40-unabhängigen Faltung der zweiten α-Helix (Banci et al., 2010). Mia40 oxidiert dann die Cysteine des Substrates und führt int-ramolekulare Disulfidbrücken in das Protein ein, die die beiden α-Helices des Substratesverbinden (Mesecke et al., 2005; Arnesano et al., 2005; Baker et al., 2009; Terziyska etal., 2009). Durch die dadurch induzierte stabile Faltung des Substrates kann das Proteinden IMR durch den TOM-Komplex nicht mehr verlassen und ist im IMR lokalisiert. Erv1oxidiert schließlich das redoxaktive CPC-Motiv von Mia40, damit Mia40 ein weiteresSubstrat oxidieren kann (Mesecke et al., 2005).Die Substrate des Disulfid-Relay-Systems bleiben nach ihrer Oxidation durch Mia40trotz der reduzierenden Bedingungen des IMR oxidiert. Dies konnte beispielhaft anTim10 gezeigt werden, das unter dem IMR-ähnelnden reduzierenden Redoxbedingun-gen (10 mM GSH) oxidiert blieb (Lu und Woodburn, 2005).Die Substrate des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems verfügen über ein internes Sortie-rungssignal. Dieses ITS (IMS-targeting signal) beruht auf einer bestimmten Kompositionvon hydrophoben Aminosäuren zusammen mit einem Cystein ([Ar]XX[Hy][Hy]XXC,Sideris et al., 2009; auch genannt MISS, mitochondrial IMS-sorting signal; Milenkovic etal., 2009), wodurch eine α-Helix mit einer hydrophoben Seite gebildet wird. Die Präpro-teine binden an Mia40 über dieses ITS (Sideris et al., 2009). Dies erklärt die Beobach-tung, dass nicht alle Cysteine des Zwillings-CXnC-Motivs im Substrat gleich wichtig fürdessen Interaktion mit Mia40 und dessen Import in Mitochondrien sind (Milenkovic etal., 2007; Sideris et al., 2007). Bei der Interaktion von Mia40 mit dem Substrat beruht
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die erste Wechselwirkung vermutlich auf Anziehungskräfte zwischen der hydrophobenSeite der α-Helix des Substrates mit der hydrophoben Grube von Mia40 (Sideris et al.,2009). Durch diesen Kontakt kann das redoxaktive, oxidierte CPC-Motiv von Mia40 mitdem jeweiligen Cystein des ITS des Substrates reagieren (Banci et al., 2009; Kawano etal., 2009). Dabei bildet das zweite Cystein des CPC-Motivs mit dem jeweiligen Cysteindes ITS des Substrates eine intermolekulare Disulfidbrücke, die im weiteren Verlauf derReaktion zu einer intramolekularen Disulfidbrücke im Substrat führt (Mesecke et al.,2005; Terziyska et al., 2009).
Glutathion konnte den Import von Cox19 und Tim9 in Mitochondrien stimulieren undlanglebige Intermediate zwischen Cox19 und Mia40 auflösen. Vermutlich sorgt Glutat-
Abb. 1: Der Mechanismus des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems.Die N-term. Ankerdomäne, die Mia40 in der inneren Membran fixiert, ist nicht gezeigt. GSSG: oxidierteForm von Glutathion, GSH: reduzierte Form von Glutathion (verändert nach Deponte et al., 2009)
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hion in Mitochondrien dafür, dass unproduktive Oxidationsintermediate aufgelöst wer-den, und könnte damit im IMR ähnlich einer Disulfidisomerase wirken (Bien et al.,2010).Substrate von Mia40 mit Zwillings-CXnC-Motiv enthalten zwei Disulfidbrücken (Arne-sano et al., 2005; Webb et al., 2006; Baker et al., 2009). Mia40 verfügt aber nur über einredoxaktives CPC-Motiv (Terziyska et al., 2009). Die Frage ist nun, auf welchem Weg diebeiden Disulfidbrücken in das Motiv des Substrates eingebaut werden. Möglich wäre,dass zwei Mia40-Proteine das Substrat oxidieren oder ein Mia40 Protein hintereinanderzwei Disulfidbrücken bildet. Ebenfalls könnten O2 oder Erv1 bei der Oxidation der zwei-ten Brücke eine Rolle spielen. Zumindest in vitro ist Mia40 auch nach Reduktion desSubstrates Cox19 ohne Beteiligung von O2 und in Abwesenheit von Erv1 fähig, beideDisulfidbrücken nacheinander in dieses Substrat einzubauen (Bien et al., 2010). InAnwesenheit von O2 werden halb-oxidierte Substrate in vitro ohne weiteren Faktor voll-ständig oxidiert. Doch ob das Reaktionen widerspiegelt, die auch in Mitochondrienablaufen, ist unklar (Banci et al., 2009; Banci et al., 2010).Andererseits gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass Erv1 zusammen mit Mia40 unddem Substrat in Mitochondrien einen Ternärkomplex bildet. Nachdem radioaktiv mar-kiertes Tim9 mit Mitochondrien und Mitoplasten inkubiert und mittels nativer Elektro-phorese analysiert wurde, konnte ein höhermolekularer Komplex beobachtet werden,der aus dem Substrat, Mia40 und Erv1 bestand. Funktionelles Erv1 unterstützt die Auf-lösung des ternären Komplexes (Stojanovski et al., 2008). Die Existenz dieses ternärenKomplexes konnte nach Import von rekombinanten kleinen Tim-Proteinen mit Dekahis-tidyl-Anhang in Mitochondrien mittels Kopräzipitation mit Mia40 und Erv1 bestätigtwerden. Auch im Falle von Substraten mit Zwillings-CX9C-Motiv wie Cox17 konntenMia40 und Erv1 mit dem Substrat koisoliert werden (Böttinger et al., 2012). Erv1 alleinebildet mit dem Substrat keinen Komplex. (Stojanovski et al., 2008; Böttinger et al.,2012). Für das Substrat Cmc1 (CX9C mitochondrial protein required for full expressionof COX), das eine ungerade Anzahl an Cysteinen und ein Zwillings-CX9C-Motiv trägt,wurde gezeigt, dass es Mia40 und funktionelles Erv1 benötigt, um effizient oxidiert undaus dem Intermediat mit Mia40 entlassen zu werden. Ebenso wurde ein ternärer Kom-plex aus Mia40, Erv1 und dem Substrat Cmc1 gefunden (Bourens et al., 2012). Es ist
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aber nicht klar, ob Erv1 infolge der Interaktion mit Mia40 und dem Substrat direktDisulfidbrücken in das Substrat einbaut. Wahrscheinlicher ist, dass Erv1 indirekt wirkt.Durch den ternären Komplex soll möglicherweise sichergestellt werden, dass Mia40 anOrt und Stelle von Erv1 reoxidiert wird und so auf alle Fälle zwei Disulfidbrücken aufdas Substrat übertragen werden (Stojanovski et al., 2008; Böttinger et al., 2012).
I - 6 Ein IMR-Protein mit Zwillings-CX9C-Motiv: Pet191Pet191 (petite colonies) ist ein kleines Protein mit 108 AS und einer Molekularmassevon 12,4 kDa, das vermutlich eine Helix-Bogen-Helix Konformation aufweist. Pet191gehört zu der Klasse der IMR-Proteine mit Zwillings-CX9C-Motiv (McEwen et al., 1993;Longen et al., 2009). Ein Vergleich der Homologe von Pet191 zeigt, dass tierischesPet191 einen kurzen, zusätzlichen N-terminalen Schwanz hat (s. Abb. 2). Das Pet191 derPilze (S. cerevisiae, S. pombe (in Abb. 2 nicht gezeigt) und N. crassa) verfügt über eineausgedehnte, C-term. Verlängerung. Dort trägt S. cerevisiae Pet191 ein zusätzliches,nicht-konserviertes Cystein (C86) (Khalimonchuk et al., 2008 und eigene Analyse).Pet191 ist nötig für den Zusammenbau und die Reifung des Komplexes IV der Atmungs-kette in der inneren Mitochondrienmembran (McEwen et al., 1993; Khalimonchuk et al.,2008). In Hefezellen ohne Pet191 (Δpet191) ist der Komplex IV abwesend. Proteinmen-gen von Cox1, Cox2 und Cox3 sind nicht zu detektieren (Khalimonchuk et al., 2008). DerO2-Verbrauch ist stark erniedrigt und die Aktivität des Komplexes III vermindert. EineÄnderung der Morphologie der Mitochondrien und ihrer Anordnung in der Zelle konntejedoch nicht beobachtet werden (Longen et al., 2009).2011 wurde über eine Mutation in menschlichem PET191 (C2ORF64) berichtet, die zueiner Störung am Aufbau des Komplexes IV und dadurch zu einer schweren neonatalenCardiomyopathie führte. Pet191 scheint in einem frühen Schritt im Aufbau des Komple-xes IV beteiligt (Huigsloot et al., 2011). Dennoch sind in menschlichen Patienten mit Stö-rungen des Komplexes IV Defekte in PET191 anscheinend sehr selten (Tay et al., 2004).Pet191 aus S. cerevisiae besitzt sieben Cysteine. Sechs davon sind in Pilzen, Pflanzen undTieren konserviert (s. Abb. 2; Khalimonchuk et al., 2008, und eigene Analyse). Vier die-ser Cysteine liegen in einem Zwillings-CX9C-Motiv vor (in S. cerevisiae: C5, C15 und C46,
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C56). Neben dem konservierten Zwillings-CX9C-Motiv existieren noch zwei weitere kon-servierte Cysteine, die zwischen den inneren Cysteinen dieses Motivs liegen. Interessan-terweise ist auch der Abstand dieser Cysteine C21 und C32 stark konserviert (s. Abb. 2).Diese Konservierung könnte darauf hinweisen, dass diese Cysteine für die Faltung undbzw. oder für die Funktion von Pet191 eine Rolle spielen.
Die Bedeutung der Cysteine des Zwillings-CX9C-Motivs für die Biogenese von Pet191wird dadurch klar, dass Cystein-zu-Alanin-Mutanten (C5A, C15A, C46A und C56A) vonPet191 den Wachstumsdefekt des Δpet191 Stammes nicht mehr oder nur noch wenigkomplementierten. Das nicht-konservierte Cysteine C86 hatte hingegen kaum Effekt aufdie Komplementation. Dasselbe galt für das Cystein C21. Dagegen war Cystein C32 nötigfür aerobes Wachstum auf Glycerin (Khalimonchuk et al., 2008).
Abb. 2: Pet191 trägt sechs konservierte Cysteine.Vergleich von Pet191 Primärsequenzen aus verschiedenen Organismen. Grauer Rahmen: konservierteCysteine (in S. cerevisiae : C5, C15, C21, C32, C46, C56); darüber: konservierter Abstand zwischen denCysteinen; schwarzer Rahmen: siebtes, nicht-konserviertes Cystein C86 von S. cerevisiae Pet191; Zahlenrechts: Anzahl an AS.
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Da Pet191 ein konserviertes und funktionell wichtiges Zwillings-CX9C-Motiv trägt, liegtdie Vermutung nahe, dass es ein Substrat des Disulfid-Relay-Systems ist und sein Importvon Mia40 und Erv1 abhängt. Überraschenderweise wurde gezeigt, dass in einer tempe-ratursensitiven Mutante von Erv1 die Mengen an Pet191 in Mitochondrien ohne funktio-nelles Erv1 unverändert waren, auch wenn die Mengen anderer Substrate wie Ccs1 oderCox23 in diesen Mitochondrien vermindert waren (Khalimonchuk et al., 2008). Ein invitro Import mit radioaktiv markiertem Pet191 zeigte ebenfalls keine Abhängigkeit vonfunktionellem Erv1 (Khalimonchuk et al., 2008). Durch das konservierte Zwillings-CX9C-Motiv dieses besonderen Proteins kann trotz des von funktionellem Erv1 unabhängigenImports nicht ausgeschlossen werden, dass das Disulfid-Relay-System in der späterenBiogenese von Pet191 eine Rolle spielt.
I - 7 Ein Substrat des Disulfid-Relay-Systems ohne Zwillings-CXnC-
Motiv: Ccs1Das Ccs1 (copper chaperone of Sod1) aktiviert Sod1 (superoxide dismutase 1), indem esein Kupferion und eine intramolekulare Disulfidbrücke in das Protein einführt (Culottaet al., 1997; Field et al., 2003). Ccs1 kommt, wie sein Substrat Sod1, sowohl im Zytosolals auch in weit geringeren Mengen im IMR von Mitochondrien vor (Sturtz et al., 2001).Interessanterweise bedingt die Menge an Ccs1 die Menge an Sod1 im IMR (Field et al.,2003; Reddehase et al., 2009).
Ccs1 ist ein Multidomänenprotein, das aus drei Domänen mit konservierten Cysteinenbesteht (Lamb et al., 1999; Schmidt et al., 1999; Rae et al., 2001; s. Abb. 3). Die N-term.
Abb. 3: Ccs1 besteht aus drei Domänen und besitzt sieben Cysteine.Schematischer Überblick über die Domänen von S. cerevisiae Ccs1 und die Position der Cysteine. III:Domäne III; X: unspezifische AS.
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Domäne I von Ccs1 aus Saccharomyces cerevisiae besitzt 74 AS, trägt ein CXXC-Motivund hat strukturelle Ähnlichkeit zu Atx1, einem Kupfer bindenden Protein (Pufahl et al.,1997). Zusätzlich weist diese Domäne zwei Cysteine an Position 27 und 64 auf. DomäneII reicht von AS 79 bis 223 und hat eine Homologie zu Sod1, wodurch Heterodimerisa-tion zwischen diesen beiden Proteinen möglich ist (Lamb et al., 1999; Lamb et al., 2000).Die letzten 26 C-term. AS bilden die Domäne III. Diese flexible Domäne beinhaltet einCXC-Motiv und ist verantwortlich für die Aktivierung von Sod1 (Schmidt et al., 1999;Lamb et al., 2001; Rae et al., 2001).Obwohl Ccs1 kein Zwillings-CXnC-Motiv trägt, hängt sein Import in Mitochondrien vonMia40 ab (Kawamata und Manfredi, 2008). In Mitochondrien ohne funktionelles Erv1oder nach Herunterregulation der Menge an Mia40 oder Erv1 verringerte sich auch dieMenge von Ccs1, wie es für ein Substrat des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems typischist (Khalimonchuk et al., 2008; Reddehase et al., 2009). Neben der Komponente desDisulfid-Relay-Systems Erv1 ist Ccs1 das erste identifizierte Substrat dieses Systemsohne Zwillings-CXnC-Motiv. Es ist unbekannt, wie ein solches Substrat, wie Ccs1, impor-tiert wird und wie es mit Mia40 interagiert.
I - 8 Ziele dieser ArbeitDie bisher beschriebenen Substrate des Disulfid-Relay-Systems sind größtenteils klein,einfach strukturiert und weisen ein Zwillings-CXnC-Motiv auf. Allerdings zeigt das Bei-spiel des Ccs1, dass auch komplexe Multidomänenproteine ohne ein solches Zwillings-CXnC-Motiv über das Disulfid-Relay-System in Mitochondrien importiert werden können(Reddehase et al., 2009). Es ist bisher jedoch nicht verstanden, wie das Ccs1 ohne diesesMotiv durch das Disulfid-Relay-System importiert wird.Ein Ziel dieser Arbeit ist es, den Mechanismus des Imports von Ccs1 durch das Disulfid-Relay-System aufzuklären. Da dieses System seine klassischen Substrate durch oxidativeFaltung importiert, stellt sich die Frage, welche Rolle einzelne Cysteinreste für denImport von Ccs1 spielen. Diese Frage soll mit Hilfe von Cystein-zu-Serin-Varianten desCcs1 beantwortet werden. Ebenso sollen diese Varianten verwendet werden, um zu klä-ren, welche Cysteinreste für die Interaktion mit Mia40 und dem Mia40-abhängigen
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Import verantwortlich sind. Des Weiteren soll analysiert werden, ob Ccs1 nach Import inMitochondrien Disulfidbrücken ausbildet.In einem weiteren Teil der Arbeit soll das Protein Pet191 untersucht werden. DiesesIMR-Protein ist klein und weist vermutlich nur eine Domäne auf. Das Pet191 trägtjedoch neben seinem Zwillings-CX9C-Motiv drei weitere Cysteine, deren Fehlen teilweiseAuswirkungen auf seine Funktionalität zu haben scheinen (Khalimonchuk et al., 2008),so dass es sich bei Pet191 um ein komplexeres Zwillings-CX9C-Motiv-Protein handelnkönnte. Unerwarteterweise ist der Import von Pet191 in Mitochondrien trotz des Zwil-lings-CX9C-Motivs als unabhängig von funktionellem Erv1 beschrieben worden (Khali-monchuk et al., 2008). Möglicherweise könnte Pet191 ein spezielles Substrat sein, wel-ches das Disulfid-Relay-System nicht für den Import, aber für die nachfolgende Faltungbenötigt. Deshalb sollen in dieser Arbeit die Biogenese und der Import von Pet191 unddessen Abhängigkeit vom Disulfid-Relay-System charakterisiert werden. Da dieses Sys-tem Disulfidbrücken auf seine Substrate überträgt, soll der Redoxzustand von Pet191 inMitochondrien bestimmt werden. Des Weiteren soll untersucht werden, ob Mia40 mitPet191 interagiert und dieses oxidiert.
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II Material und Methoden
II - 1 Geräte und Ausrüstung-20 °C Gefriergerät, Premium NoFrost Liebherr-International Deutschland GmbH,Biberach an der RissAllegra X-22R Centrifuge Beckman Coulter, Brea, Kalifornien (USA)Anaerob Box Mitsubishi Gas Chemical Company Inc., Tokyo(Japan)Automatikpipetten Gilson Inc., Middleton, Wisconsin (USA)Avanti J-20 XP Centrifuge Beckman Coulter, Brea, Kalifornien (USA)Avanti J-25 Centrifuge Beckman Coulter, Brea, Kalifornien (USA)Benchtop 2UV Transilluminator UVP, Upland, Kalifornien (USA)Bio Photometer Eppendorf, HamburgCentrifuge 5417 R (Tischzentrifuge) Eppendorf, HamburgCentrifuge 5424 (Tischzentrifuge) Eppendorf, HamburgCentrifuge 5810 R (große Tischzentrifuge) Eppendorf, HamburgDigital graphic printer Up-D897 Sony, Surrey (Großbritannien)Eismaschine Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, Illinois(USA)Electrophoresis Power Supply EPS600 Pharmacia Biotech AG, Dübendorf (Schweiz)Electrophoresis Power Supply EPS601 GE Healthcare, MünchenElektroporationsküvetten Peqlab, ErlangenEntwicklermaschine, Agfa Curix 60 Agfa-Gevaert N.V., Mortsel (Belgien)Feinwaage Sartorius AG, GöttingenGelDoc-It Imaging System UVP, Upland, Kalifornien (USA)Gene Pulser System (Elektroporator) Bio-Rad, MünchenGFL, -80 °C Gefriertruhe Bavaria Kälte- und Klimatechnik GmbH,Ismaning
Glasmaterial (Kolben, Flaschen) Schott, MainzGlovebox-System Coy Laboratory Products Incorporation, GrassLake, Michigan (USA)IKA combimag RCT (Magnet-Mixer) Janke & Kunkel, StaufenInkubationsschüttler, Multitron Standard Infors HT, Bottmingen (Schweiz)Inkubatorschrank (30 °C, 67 °C) Memmert, SchwabachInkubatorschrank (37 °C) Haraeus Sepatech GmbH, OsterodeKühlschrank Liebherr-International Deutschland GmbH,Biberach an der RissMagnetic 80 (Magnet-Mixer) Edwards Kniese & Co. Hochvakuum GmbH,MarburgMastercycler gradient Eppendorf, HamburgMixer 5432 Eppendorf, HamburgNanoDrop 2000C Spectrophotometer Peqlab, ErlangenOptima Max-E Ultracentrifuge Beckman Coulter, Brea, Kalifornien (USA)pH552 (pH-Elektrode) WTW, WeilheimPhotometer Ultrospec 10 Amersham Biosciences, FreiburgPotentiometer Lab 850 Schott-Instruments GmbH, Mainz
Mikrowelle LG Electronics Deutschland GmbH, Ratingen
Glashomogenisator, 100 ml Kontes Glass, Vineland, New Jersey (USA)
Primus (PCR) Peqlab, Erlangen
Glashomogenisator, 10 ml B. Braun, Bethlehem, Pennsylvania (USA)
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II - 2 Computeranwendungen und Webseiten
II - 3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Sonifier 250 (Sonifikator) Branson Ultrasonics, Danbury, Connecticut(USA) Sterilabzüge, BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,Sonnenbühl-GenkingenThermomixer comfort Eppendorf, HamburgThermomixer compact Eppendorf, HamburgThermostat 5320 Eppendorf, HamburgUltraschallbad, Transsonic T310 Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co. KG,SingenUltrospec 3000pro (UV spectrophotometer) Amersham Biosciences, FreiburgVortex Genie 2 Bender & Hobein AG, Zürich (Schweiz)Waage CP2202 S Sartorius AG, Göttingen
ApE, A plasmid Editor M. Wayne Davis,http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/Clustal Omega Goujon et al., 2010; Sievers et al., 2011CONTRAfold http://contra.stanford.edu/contrafold/server.htmlExPASy ProtParam Tool http://web.expasy.org/protparam/ncbi blast (blastn, blastp, blastx) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgiMicrosoft Office 2007 Microsoft, München Papyrus Autor 5 R.O.M. logicware Soft- und Hardware GmbH, BerlinSaccharomyces genom database http://www.yeastgenome.org/
(NH4)2SO4 AppliChem GmbH, Darmstadt[35S]Cystein MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornien (USA)[35S]Methionin MP Biomedicals, Santa Ana, Kalifornien (USA)Acrylamid SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergAdenin Sigma-Aldrich, TaufkirchenAgarose SERVA SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergAmicon Ultra Zentrifugationsfilter Millipore GmbH, SchwalbachAmmoniumpersulfat Sigma-Aldrich, TaufkirchenAnaerobe Sachets, GENbox anaer bioMérieux Deutschland GmbH, Nürtingen Antigensäule Bio-Rad, MünchenBakto-Agar Sigma-Aldrich, TaufkirchenBakto-Hefeextrakt SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergBakto-Pepton USB Corporation, Cleveland, Ohio (USA)Bakto-Trypton Becton Dickinson, HeidelbergBlottingpapier Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, DürenBradfordreagenz Bio-Rad, MünchenBromphenolblau Sigma-Aldrich, TaufkirchenBSA (Molekularbiologische Ansätze) New England Biolabs, Frankfurt a. M.BSA (Proteinbiochemische Ansätze) SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergCaCl2 Merck, DarmstadtCNBr-aktivierte Sepharose 4B GE Healthcare, MünchenChromatographiesäule, Glas, 60 ml Bio-Rad, München
FUSION CAPT-Software, vers. 16.06 Vilbert Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell
Aceton Merck, Darmstadt
Cumarinsäure Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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dNTP Mix New England Biolabs, Frankfurt a. M.DTT GERBU Biotechnik GmbH, HeidelbergEDTA Merck, DarmstadtEntsorgungsbeutel Roth, KarlsruheEthanol Merck, DarmstadtEthanolamin Sigma-Aldrich, TaufkirchenEthidiumbromid-Lösung (1%) Fluka, Sigma-Aldrich, TaufkirchenFUJI Medical X-Ray film, Super RX, 100 NIF FUJIFILM Corporation, Tokyo (Japan)Galaktose Sigma-Aldrich, TaufkirchenGlukose Merck, DarmstadtGlyzerin Sigma-Aldrich, TaufkirchenGlyzin Merck, DarmstadtGreiner bio-one cuvettes Greiner Bio-One GmbH, FrickenhausenGSH-Kügelchen Amersham Biosciences, FreiburgHarnstoff SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergHCl AppliChem GmbH, DarmstadtHepes Roth, KarlsruheHistidin Sigma-Aldrich, TaufkirchenIAA Sigma-Aldrich, TaufkirchenImidazol AppliChem GmbH, DarmstadtIPTG SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergKCl Merck, DarmstadtKH2PO4 Merck, DarmstadtKodak BioMax MR film Sigma-Aldrich, TaufkirchenKOH Merck, DarmstadtLeucin USB Corporation, Cleveland, Ohio (USA)Luminol Sigma-Aldrich, TaufkirchenLysin Sigma-Aldrich, TaufkirchenMagermilchpulver AppliChem GmbH, DarmstadtMagnesiumacetat Merck, DarmstadtMethanol J.T. Baker, Deventer (Holland)Methionin Sigma-Aldrich, TaufkirchenMgCl2 Merck, DarmstadtMgSO4 Merck, DarmstadtMilchsäure Merck, DarmstadtMnCl2 Merck, DarmstadtMOPS Sigma-Aldrich, TaufkirchenN, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergNaCl Merck, DarmstadtNaH2PO4 Merck, DarmstadtNaHCO3 Sigma-Aldrich, TaufkirchenNaOH Roth, KarlsruheNap5-Säule GE Healthcare, MünchenNatriumacetat Merck, DarmstadtNatriumazid Merck, DarmstadtNatriumcitrat Merck, DarmstadtNi-NTA-Kügelchen Quiagen GmbH Deutschland, Hilden
DMSO Merck, Darmstadt
Glaskugeln, 0,25 -0,5 mm Roth, Karlsruhe
Cystein Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Freund‘s Adjuvant Incomplete Sigma-Aldrich, Taufkirchen
IgG Bio-Rad, München
Nitrozellulosemembran Whatman GmbH, Dassel
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II - 4 Enzyme
II - 5 Antibiotika
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., NümbrechtPMSF SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergPonceau S Sigma-Aldrich, TaufkirchenProtein-A-Sepharose GE Healthcare, MünchenPureYield Plasmid Midiprep System Promega, Madison, Wisconsin (USA)Reaktionsgefäße Sarstedt AG & Co., NümbrechtRöntgenfilme Fuji Medical X-ray Film 100N FUJIFILM Corporation, Tokyo (Japan)Saccharose Roth, KarlsruheSDS SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelbergsekundärer Ziegenantikörper Anti-Hase oderAnti-Maus Bio-Rad, MünchenSorbitol Sigma-Aldrich, TaufkirchenSterilfilter, 0,22 µm Millipore GmbH, SchwalbachTCA Merck, DarmstadtTNT® Coupled Reticulocyte Lysate System Promega, Madison, Wisconsin (USA)Transferpipetten Sarstedt AG & Co., NümbrechtTris AppliChem GmbH, DarmstadtTriton X-100 Merck, DarmstadtTrypthophan Sigma-Aldrich, TaufkirchenUracil Sigma-Aldrich, TaufkirchenWizard SV Gel and PCR Clean-Up System Promega, Madison, Wisconsin (USA)Yeast Nitrogen Base Invitrogen (Life Technologies GmbH), Darmstadtβ-ME Fluka analytical, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ampicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PD10 Säule GE Healthcare, MünchenParafilm Pechiney plastic packaging, Chicago, Illinois (USA)Orange G Farbstoff Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Lysozym SERVA Electrophoresis GmbH, HeidelbergPhusion-Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham,Massachusetts (USA)PK Roche Deutschland Holding GmbH,Grenzach-WyhlenPrecission Protease Karin Waegemann (rekombinant)Restriktions-Endonukleasen New England Biolabs, Frankfurt a. M.T4-Ligase New England Biolabs, Frankfurt a. M.Taq-Polymerase New England Biolabs, Frankfurt a. M.Trypsin Sigma-Aldrich, TaufkirchenZymolyase Sekagalm Biobusiness, Tokyo (Japan)
PEG 3350 Sigma-Aldrich, Taufkirchen
STI Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Nucleospin Plasmid QuickPure Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren
Tricin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Kanamycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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II - 6 Puffer und Lösungen
His-Lysepuffer 20 mM Tris pH 7,4, 80 mM KCl, 20 mM Imidazol pH 8,0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSFHis-Waschpuffer 20 mM Tris pH 7,4, 80 mM KCl, 20 mM Imidazol pH 8,0,05 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSFHisErv1-Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 250 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSFHisErv1-Reinigungspuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 20 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSFHisErv1-Waschpuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 30 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSF
Kopplungspuffer 0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCI, pH 8,3Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME. Falls angegeben ohneZugabe von β-ME.Lysepuffer 50 mM NaH2PO4 pH 8, 300 mM NaCl,0,1 oder 0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSFMitopräp-Puffer I 100 mM Tris, 10 mM DTTMitopräp-Puffer II 1,2 M Sorbitol, 0,45 mg/ml Zymolyase, 20 mM KH2PO4pH7,4Mitopräp-Puffer III 0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA,0,2 % (w/v) BSA, 1 mM PMSFPhusion-Polymerase Puffer (5-fach) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts (USA)Ponceau S Färbelösung 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) TCAPuffer akt. (aktiv) 20 mM Tris pH 7, 40 mM NaClReinigungspuffer 20 mM Tris pH 7, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF
Importpuffer 0,61 M Sorbitol, 80 mM KCI, 10 mM Magnesiumacetat,2 mM KH2PO4, 0,6 mM DTT, 2,5 mM MnCl2, 2,5 mM EDTA,50 mM Hepes pH7,2
Agarose Gel Auftragspuffer (10x) 30 % (v/v) Glyzerin, 10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA,0,2 % Orange G Farbstoff
ECL 1 300 µl Luminol (440 mg/10 ml DMSO) und 133 µlCumarinsäure (150 mg/10 ml DMSO) in 30 ml 100 mM TrispH 8,5ECL 2 0,02 % (v/v) H202 in 30 ml 100 mM Tris pH 8,5Harnstoffpuffer 6 M Harnstoff, 20 mM MOPS pH 7,2, 5 mM DTT
Anodenpuffer 200 mM Tris, pH 8,9
Kathodenpuffer 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,25
Restriktionsenzym Puffer NEB 1-4(10x) New England Biolabs, Frankfurt a. M.
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II - 7 MedienAlle Medien wurden vor ihrer Nutzung autoklaviert und vor Zugabe von Antibiotika undAminosäuren auf 50 °C abgekühlt. Um Platten herzustellen, wurden die Medien mit 1 %Bakto-Agar versetzt.
II - 7.1 Bakterienmedien
SDS-PAGE Trenngel 8-16 % Acrylamid/Bisacrylamid 30 %/0,6 %,0,375 M Tris pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS,0,06 % (w/v) Ammoniumpersulfat,0,1% (w/v) N, N, N‘, N‘-TetramethylethylendiaminSH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4SH-KCl-Puffer 0,6 M Sorbitol, 50 mM Hepes pH 7,4, 80 mM KClT4-Ligase Puffer New England Biolabs, Frankfurt a. M.TAE Puffer (1x) 40 mM Tris-Acetat pH 7.5, 20 mM Natriumacetat,1 mM EDTATaq-Polymerase Puffer (10-fach) New England Biolabs, Frankfurt a. M.TBS 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5Transferpuffer 20 mM Tris, 150 mM Glyzin, 0,02 % (w/v) SDS,20 % (v/v) MethanolWaschpuffer I 0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl, pH4,0Waschpuffer II 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl, pH8,0
LB Medium 1 % Bakto-Trypton, 0,5 % Bakto-Hefeextrakt, 85,6 mM NaClSOC Medium 2 % (w/v) Bakto-Trypton, 0,5 % Bakto-Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mMKCl, 10 mM MgCl2, 20 mM Glukose
SDS-PAGE Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid, 0,1 % (w/v) Bisacrylamid,60 mM Tris pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS,0,06 % (w/v) Ammoniumpersulfat,0,1 % (w/v) N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin
SDS-PAGE Bodengel 1 % Agarose in SDS-PAGE LaufpufferSDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris, 62 mM Glyzin, 0,1 % (w/v) SDS
SDS Puffer 2 % (w/v) SDS , 100 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl,10 mM EDTA
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II - 7.2 Hefemedien
II - 8 Biologisches MaterialVerwendete Bakterien- und Hefestämme können den Tabellen 1 und 2 entnommen wer-den.
Minimal Medium(Synthetic Dropout) 0,17% (w/v) Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosäuren und(NH4)2SO4), 37,8 mM (NH4)2SO40,02 mg/ml Adenin, 0,02 mg/ml Histidin, 0,03 mg/ml Leucin, 0,03 mg/mlLysin, 0,02 mg/ml Tryptophan, 0,02 mg/ml Uracil (zur Selektion auf einenAuxotrophiemarker wurde die entsprechende Aminosäure oder Base nichtzugesetzt).Als Kohlenstoffquelle wurden zugesetzt: 2 % (w/v) Glukose (SD), 2 %(w/v) Galaktose (SGal) oder 2 % (v/v) Milchsäure (SLac, pH 5,5 mit KOHeingestellt)
Tabelle 1. Bakterienstämme.Stamm Genotyp Resistenzen QuelleEscherichia coliDH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96deoR nupG Φ80dlacZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ– Nalidixinsäure Invitrogen (LifeTechnologiesGmbH), DarmstadtEscherichia coliXl1blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lacglnV44 F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq Δ(lacZ)M15]hsdR17(rK- mK+) Nalidixinsäure,Tetrazyklin Stratagene (AgilentTechnologies GmbH& Co.KG),WaldbronnEscherichia coliBL21 DE3 F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) - Studier und Moffat,1986
YPGal 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bakto-Pepton, pH 5,5, 2 % (v/v)GalaktoseLactat 0,3 % (w/v) Hefeextrakt, 7,4 mM KH2PO4, 18,7 mM NH4Cl, 3,4 mM CaCl2,8,6 mM NaCl, 4,8 mM MgSO4, 18,5 µM FeCl3, 2 % (v/v) Milchsäure, pH 5,5mit KOH einstellen.
YPD 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Bakto-Pepton, pH 5,5, 2 % (v/v) Glukose
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II - 9 OligonukleotideOligonukleotide (Tabelle 3) wurden mittels ApE und CONTRAfold entworfen und vonMetabion, Martinsried, synthetisiert.
W303 GAL-ERV1 W303-1A His3-PGAL10-ERV1 Mesecke et al., 2005JRY-675, Erv1-ts pet492-6A (Mat α, Δ leu2, ura3-52, pet492 tS) Lisowsky, 1992
Tabelle 3. Verwendete Oligonukleotide.
Nr. Name SequenzDG1 BamHI-Pet191-1 5'- CTC GGA TCC ATG GTA GCT AGT TGT AAA G - 3'DG2 Pet191-327Stop-XhoI 5'- CTC CTC GAG TTA TCA GTC CTT CTG CTG GC - 3'DG20 ApaI-Ccs1C159SP1 5' - GGG CCC GGA AGC TGA AAT GAA CAA GG - 3'DG21 Ccs1C159SP2 5' - C GTT GAA GCT TTC AAT GGG TTC GTC GAA CTT G -3'DG22 Ccs1C159SP3 5' - C GAC GAA CCC ATT GAA AGC TTC AAC GAG AGT GA -3'DG23 Ccs1C159SP4-NotI 5' - GCG GCC GCT CTA GAC TAG ACC TGG AGG - 3'DG24 BamHI-ACC-Ccs1 5'- CTT GGA TCC ACC ATG ACC ACG AAC GAT AC -3'DG25 Ccs1-Stop-HindIII 5'- CGC CGG AAG CTT CTA TTT GAT GTT GTT G -3'DG26 NdeI - cytb2 ccs1 start 5' - GAC GCG CAT ATG ACC ACG AAC GAT AC - 3'DG27 ccs1 - EcoRI - ccs1 5' - GAT AGA ATT CGG CTT CCC GGC GCC TC - 3'
W303-1A MATa {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1his3-11,15} R. Rothstein,Columbia University,New York
YPH499 Δ Ccs1GAL-MIA40 YPH499 ccs1::KanMX His3-PGAL10-MIA40 S. Reddehase (Großet al., 2011)
YPH499 Δ Ccs1 YPH499 ccs1::KanMX S. Reddehase (Großet al., 2011)
YPH499 GAL-MIA40 YPH499 His3-PGAL10-MIA40 Terziyska et al., 2005
YPH499 MATa ura3-52 lys2-801_amber ade2-101_ochretrp1-Δ63 his3-Δ200 leu2-Δ1 Johnston und Davis,1984; Sikorski undHieter, 1989
DG28 ccs1 wt test 5' - GCC TTT ATA TCA TTC ACG - 3'DG29 pRS314 test 5' - CCA AGC TCG GAA TTA ACC - 3'DG30 Ccs1_222-Stop-SalI 5' - GTA GTC GAC TCA CCC GGC GCC TCT TAT GAT G -3'DG33 XhoI-Ccs1CSP1 5' - GGA CTC GAG GGA AGC TGA AAT GAA CAA GG - 3'DG34 Ccs1CSP4-NotI-2b 5' - GA GCG GCC GCT CTA GAC TAG ACC TGG AGG - 3'DG35 Ccs1C64SP2 5' - CTT TAC CAC TGT TTC GCA AGG TGT TGA TG - 3'DG36 Ccs1C64SP3 5' - CCT TGC GAA ACA GTG GTA AAG ACG CCA TC - 3'
Tabelle 2. Hefestämme.Stamm Genotyp Quelle
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II - 10 PlasmideVerwendete Plasmide sind in Tabelle 4 angegeben.
Name Beschreibung Bakterienresistenz QuelleHefe-SelektionpYX142 Zentromerischer Vektor für dieTransformation von S. cerevisiaeZellen. Promotor: Triose PhosphatIsomerase
Ampicillin(100µg/ml) Novagen Inc.,Madison,Wisconsin(USA)
Leucin
pYX142-mia40His Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Mia40 mit Oktahistidyl-Anhang. Ampicillin(100µg/ml) Leucin C. Kozany,un-veröffentlichtpRS314 Zentromerischer Vektor für dieTransformation von S. cerevisiaeZellen. Ampicillin(100µg/ml) Sikorski undHieter, 1989TryptophanpRS314-ccs1 WT Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1-WT; mit CCS1-Promotor(-432 – -1) und CDC23-Terminator(1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1 C17S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C17S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1 C20S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C20S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1 C17/20S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C17/20S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1 C27S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C27S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
Tabelle 4. Plasmide.
pRS314-ccs1 C64S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C64S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1 C27/64S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C27/64S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
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pRS314-ccs1 C231S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C231S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1C229/231S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C229/231S;mit CCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1C17/20/27/64/159/229/231S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit MutationC17/20/27/64/159/229/231S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan diese Arbeit
pRS314-cytb2(1-88)ccs1 WT Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1-WT und N-term.Cytochrom b2-Sequenz (1 – 88); mitCCS1-Promotor (-432 – -10) undCCS1-Terminator (751 – 1015)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-cytb2(1-88)ccs1 C17/20S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C17/20S undN-term. Cytochrom b2-Sequenz (1 –88); mit CCS1-Promotor (-432 – -10)und CCS1-Terminator (751 – 1015)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan diese Arbeit
pRS314-cytb2(1-88)ccs1 C27/64S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C27/64S undN-term. Cytochrom b2-Sequenz (1 –88); mit CCS1-Promotor (-432 – -10)und CCS1-Terminator (751 – 1015)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan diese Arbeit
pRS314-ccs1 C229S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C229S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pRS314-ccs1 C159S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C159S; mitCCS1-Promotor (-432 – -1) undCDC23-Terminator (1477 – 1938)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan diese Arbeit
pRS314-cytb2(1-88)ccs1 C229/231S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C229/231Sund N-term. Cytochrom b2-Sequenz(1 – 88); mit CCS1-Promotor (-432 –-10) und CCS1-Terminator (751 –1015)
Ampicillin(100µg/ml) Tryptophan S. Reddehase(Groß et al.,2011)
pGEX6P1 Vektor für die rekombinanteExpression in E.coli; Proteinanhang:N-term. GST; Promotor: tac Ampicillin(100µg/ml) GEHealthcare,München-pGEX6P1-mia40C Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Mia40 (AS 284 – 403) mitN-term. GST-Anhang Ampicillin(100µg/ml) - Grumbt et al.,2007
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pET24a+-erv1 Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Erv1 mit C-term.Hexahistidyl-Anhang Kanamycin(30 µg/ml) - Lee et al.,2000pGEM4 Vektor für die in vitro Transkriptionund Translation; Promotoren: Sp6,T7 Ampicillin(100µg/ml) Promega,Madison,Wisconsin(USA)
-
pGEM4-ccs1 WT Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1-WT Ampicillin(100µg/ml) - diese ArbeitpGEM4-ccs1 C17/20S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C17/20S Ampicillin(100µg/ml) - diese ArbeitpGEM4-ccs1 C27/64S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C27/64S Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pET24a+ Vektor für die rekombinanteExpression in E.coli; Proteinanhang:C-term. 6xHis; Promotor: T7 Kanamycin(30 µg/ml) - Novagen Inc.,Madison,Wisconsin(USA)
pGEX6P1-tim10 Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Tim10 mit N-term. GST-Anhang Ampicillin(100µg/ml) Terziyska etal., 2009
pGEX6P1-ccs1 dIC27S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Domäne I von Ccs1 (AS 1 – 74)mit Mutation C27S mit N-term.GST-Anhang
Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pGEX6P1-ccs1 dIC64S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Domäne I von Ccs1 (AS 1 – 74)mit Mutation C64S mit N-term.GST-Anhang
Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pGEX6P1-ccs1 dIC27/64S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Domäne I von Ccs1 (AS 1 – 74)mit Mutation C27/64S mit N-term.GST-Anhang
Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pGEX6P1-ccs1 dIC17/20S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Domäne I von Ccs1 (AS 1 – 74)mit Mutation C17/20S mit N-term.GST-Anhang
Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pGEX6P1-ccs1 dI WT Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Domäne I von Ccs1 (AS 1 – 74)mit N-term. GST-Anhang Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pGEX6P1-pet191 Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Pet191 mit N-term. GST-Anhang Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
pGEM4-ccs1C229/231S Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Ccs1 mit Mutation C229/231S Ampicillin(100µg/ml) - diese ArbeitpGEM4-pet191 Vektor mit DNS-Einfügung kodierendfür Pet191 Ampicillin(100µg/ml) - diese Arbeit
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II - 11 Kultivierungsmethoden
II - 11.1 BakterienkultivierungE. coli verschiedener Stämme wurden bei 37 °C in LB Medium mit entsprechenden Anti-biotika über Nacht inkubiert. Flüssigkulturen wurden bei 200 rpm geschüttelt.
II - 11.2 HefekultivierungS. cerevisiae wurde bei 30, 24 oder 37 °C in verschiedenen Medien kultiviert. Flüssigkul-turen wurden mit 130 rpm geschüttelt. Vor einer Präparation von Mitochondrien wur-den die Hefezellen mindestens drei Tage in Flüssigkultur in der logarithmischen Wachs-tumsphase gehalten.Bei Hefestämmen, die ein Gen mit vorgeschaltetem GAL-Promotor trugen, wurde für dieRepression der entsprechenden Gene Medien mit 0,1 % (w/v) Glukose und für die Über-expression mit 0,1 % (w/v) Galaktose verwendet. Die dazugehörigen Wildtypstämmewurden parallel im gleichen Medium kultiviert. Zur Hemmung der Mia40 Expressionwurden die Zellen zwischen 12 und 30 h in glukosehaltigem Medium kultiviert. ZurHemmung der Erv1 Expression wurden die Zellen für 48 h in glukosehaltigem Mediumkultiviert.Um auf Zellen, die Plasmide mit Selektionsmarkern trugen, zu selektionieren, wurdendiese in Selektivmedium kultiviert, dem die jeweiligen Marker fehlten.
II - 11.3 Herstellen von Hefezellvorräten in GlyzerinHefezellen wurden auf einer Agarplatte bei 30 °C inkubiert. Ein Zellhaufen mit einemVolumen von etwa 100 µl wurde anschließend mit einer sterilen Pipettenspitze in einReaktionsgefäß mit 800 µl 15 % (v/v) Glyzerin überführt, suspendiert und bei -80 °Cgelagert.
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II - 12 Molekularbiologische Methoden
II - 12.1 Agarosegel-Elektrophorese von DNSDie Auftrennung von DNS-Fragmenten erfolgte mittels horizontaler Agarosegel-Elektro-phorese in TAE Puffer. 1 % (w/v) Agarose in TAE Puffer wurde in einer Mikrowellegeschmolzen, auf circa 60 °C abgekühlt und 17 µl 0,25 % (w/v) Ethidiumbromid-Lösungpro 100 ml Agarosegel hinzugegeben. Zur Auftrennung wurden die DNS-Proben mit Auf-tragspuffer versehen und in Taschen im Agarosegel geladen. Die Agarosegele wurden inLaufkammern mit 6,6 bis 8,5 V/cm Länge betrieben. Die Banden wurden unter UV-Licht(302 nm) analysiert.
II - 12.2 Polymerase-KettenreaktionPolymerase-Kettenreaktionen (Mullis et al., 1986) zur Amplifikation von Plasmid- odergenomischer Hefe-DNS erfolgten mit Taq- oder mit Phusion-Polymerase nach dem inTabelle 5 dargestelltem Ansatz. Die Reaktionsbedingungen können Tabelle 6 bzw. 7 ent-nommen werden.
Taq standard Puffer (10 x)bzw. Phusion standard Puffer(5x) 1/10 Volumen1/5 VolumendNTPs 0,2 - 0,4 µMPrimer 1 0,5 µMPrimer 2 0,5 µMDNS 10 – 400 ngTaq Polymerase 0,25 Einheiten
Tabelle 5. Ansatz der Polymerase-Kettenreaktion.  
Komponente Menge
Agarose Gel Auftragspuffer (10x) 30 % (v/v) Glyzerin, 10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA,0,2 % Orange G FarbstoffTAE Puffer (1x) 40 mM Tris-Acetat pH 7.5, 20 mM Natriumacetat,1 mM EDTA
ddH20 x µlGesamtvolumen 20 bis 100 µl
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II - 12.3 Ligation von DNSVon Restriktionsenzymen geschnittene DNS-Fragmente wurden mit ebenso vorbehan-delter Vektor-DNS enzymatisch verknüpft. In einem 10 µl Ansatz wurden 150 ng lineari-sierter Vektor mit einem ca. 8fachen molaren Überschuss an DNS-Fragment vermischt.2 U T4-Ligase und der dazugehörige Puffer (beides NEB) wurden in das Reaktionsgefäßdazugegeben. Die Lösung wurde bei RT für 20 min inkubiert.
Verlängerung 72 15 sek pro kbZyklus 30 Mal wiederholt
Zusätzliche Elongation 72 5 min.
Tabelle 7. Reaktionsbedingungen der Polymerase-Kettenreaktion
(Phusion-Polymerase)
Schritt Temperatur (°C) DauerErste Denaturierung 98 10 sek
Denaturierung 98 5 sekPrimer-Anlagerung 55 - 68 10 sek
Denaturierung 94 30 sekPrimer-Anlagerung 55 - 65 30 sekVerlängerung 72 1 min pro kbZyklus 30 Mal wiederholt
Zusätzliche Elongation 72 10 min.
Tabelle 6. Reaktionsbedingungen der Polymerase-Kettenreaktion
(Taq-Polymerase)
Schritt Temperatur (°C) DauerErste Denaturierung 94 4 min
Zyklus:
Zyklus:
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II - 12.4 Transformation
II - 12.4.1 Herstellung elektrokompetenter Zellen500 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer Übernachtkultur des entsprechendenE. coli-Stammes angeimpft und bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Sobald eine OD600 von0,4 - 0,6 erreicht war, wurden die Zellen für 30 min auf Eis gekühlt. Dann erfolgte eineZentrifugation bei 2700 xg bei 4 °C für 20 min. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 200 mleiskaltem 10 % (w/v) Glyzerin resuspendiert und erneut wie oben beschrieben zentrifu-giert. Das Sediment wurde in 50 ml 10 % (w/v) Glyzerin resuspendiert und noch einmalzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml 10 % (w/v) Glyzerin aufgenom-men, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
II - 12.4.2 Transformation von Escherichia coli23 µl elektrokompetenter E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 50 bis 200 ngPlasmid-DNS oder 1 µl einer Ligationsreaktion vermischt. Die Reaktion wurde in eineElektroporationsküvette gegeben und in einem Elektroporator elektrifiziert (400 Ω,1,2 kV, 25 µFD). Daraufhin wurde die Probe schnell mit 1 ml kaltem SOC Medium ver-sehen.Bei Transformation von Plasmid-DNS wurden die Bakterien sofort in 50 ml flüssiges LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum versehen) überführt und bei 37 °C überNacht inkubiert.Bei Transformation einer Ligationsreaktion wurden die Bakterien für 30 min bei 37 °Cinkubiert, dann auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert undüber Nacht bei 37 °C inkubiert. Erhaltene Kolonien wurden in flüssigem LB Medium mitentsprechendem Antibiotikum inokuliert, die DNS aus den Zellen isoliert und mittelsRestriktionsverdau kontrolliert.
II - 12.4.3 Transformation von HefezellenHefezellen wurden mit der Lithium-Acetat-Methode mit Plasmid-DNS transformiert.Dazu wurde dem Quick and Easy TRAFO Protocol (Woods and Gietz, 2001) gefolgt. Es
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wurden nur sterile Lösungen verwendet. Etwa 50 µl Hefekultur wurden von Agarplattemit ddH2O gewaschen, in 1 ml 100 mM LiAc resuspendiert und 5 min bei 30 °C inku-biert. Dann wurden die Zellen zentrifugiert und das erhaltene Pellet mit 240 µl 50 % (w/v) PEG, 36 µl 1 M LiAc, 25 µl 2 mg/ml SS-DNS, 5 µl Plasmid-DNS (ca. 200 - 400 ng/µl)und 45 µl ddH2O überschichtet. Das Pellet wurde mittels Vortex resuspendiert und 20min bei 42 °C inkubiert. Darauf wurden die Zellen abermals pelletiert, anschließend in200 µl ddH2O resuspendiert und auf Selektionsplatten ausgestrichen. Die Platten wur-den für 2 - 6 Tage bei 30 °C inkubiert, bis Kolonien sichtbar wurden.
II - 12.5 Isolierung von Plasmid-DNS aus E.coliPlasmid-DNS wurde in kleinem Maßstab (50 µl DNS-Lösung gewonnen aus 2 ml dichtgewachsener E. coli Übernachtkultur) mittels des Kits Nucleospin Plasmid QuickPureund im großen Maßstab (600 µl DNS-Lösung gewonnen aus 50 ml dicht gewachsener E.coli Übernachtkultur) mittels des Kits PureYield Plasmid Midiprep System gewonnen. Eswurden die Anweisungen des jeweiligen Herstellers befolgt.
II - 12.6 Reinigung von DNS aus Agarose und nach einem RestriktionsverdauZur Isolation von DNS aus Agarose oder zur Reinigung von DNS nach einem Restrikti-onsverdau wurde das Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System verwendet. Es wur-den die Anweisungen des Herstellers befolgt.
II - 12.7 Messung von DNS KonzentrationenDNS-Konzentrationen wurden mit einem NanoDrop 2000C Spectrophotometer bei 260nm gemessen. Dazu wurde 1 µl DNS-Probe verwendet. Die Bestimmung des Referenz-wertes erfolgte mit 1 µl ddH2O.
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II - 12.8 Restriktionsverdau von DNSUm Gensequenzen und Vektoren zu schneiden oder um nach einer Transformation inE. coli Zellen das Plasmid zu kontrollieren, erfolgten Restriktionsverdaue mit Enzymender Firma New England Biolabs. Optimale Enzymmengen, Temperatur, Dauer des Ver-daus und NEB Puffer für das jeweilige Restriktionsenzym wurden gemäß den Angabendes Herstellers ausgewählt. Testverdaue erfolgten während 10 min, präparative Ver-daue während 60 bis 120 min. Die geschnittenen Plasmide wurden mittels Agarosegel-elektrophorese aufgetrennt und analysiert.
II - 12.9 SequenzierungSequenzierungen von Plasmid-DNS wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH, Ebers-berg, durchgeführt.
II - 13 Proteinbiochemische Methoden
II - 13.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine diskontinuierli-che SDS-PAGE verwendet (Laemmli, 1970). Die Gele wurden in einer Größe von insge-samt 14x10 cm angefertigt und waren folgendermaßen geschichtet (von unten nachoben): Bodengel 1 cm, Trenngel 7 cm, Sammelgel 2 cm. Die Geldicke betrug  1 mm.Der Acrylamidanteil im Trenngel, und damit der Vernetzungsgrad, variierte je nach zuanalysierender Proteinprobe zwischen 12 und 16 % Acrylamid (zwischen 0,32 und0,43 % Bisacrylamid). Tricin-SDS-Gele enthielten zusätzlich 10,3% (v/v) Glyzerin. DieAuftrennung erfolgte bei 35 mA für 1,5-2 h. Als Laufpuffer wurde SDS-PAGE-Laufpufferverwendet oder, wo angegeben (Tricin-SDS-Gel), Anoden- bzw. Kathodenpuffer.Anschließend wurden die im Gel enthaltenen Proteine auf eine Nitrozellulosemembranübertragen.
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II - 13.2 Transfer von Proteinen auf eine NitrozellulosemembranDie durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im semi-dry-Verfahren auf eine Nit-rozellulosemembran übertragen (Kyhse-Andersen, 1984). Verwendet wurden Blotting-papiere (17x12 cm), das Polyacrylamidgel und eine Nitrozellulosemembran (15x10 cm).Diese wurden mit Transferpuffer getränkt und folgendermaßen angeordnet: Kathode,Blottingpapier, Polyacrylamidgel, Nitrozellulosemembran, Blottingpapier, Anode. DerTransfer erfolgte bei 250 mA für 1 h. Anschließend wurde die Membran mit ddH2Ogespült und mit Ponceau S Färbelösung angefärbt.
II - 13.3 AutoradiografieAuf Nitrozellulosemembranen übertragene radioaktiv markierte Proteine wurden miteinem lichtempfindlichen Film detektiert (Kodak BioMax MR film). Die Entwicklung derFilme erfolgte maschinell mit Lösungen der Firma AGFA.
Kathodenpuffer 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,25SDS-PAGE Bodengel 1 % Agarose in SDS-PAGE LaufpufferSDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris, 62 mM Glyzin, 0,1 % (w/v) SDSSDS-PAGE Sammelgel 5 % (w/v) Acrylamid, 0,1 % (w/v) Bisacrylamid,60 mM Tris pH 6,8, 0,1 % (w/v) SDS,0,06 % (w/v) Ammoniumpersulfat,0,1 % (w/v) N, N, N‘, N‘-TetramethylethylendiaminSDS-PAGE Trenngel 8-16 % Acrylamid/Bisacrylamid 30 %/0,6 %,0,375 M Tris pH 8,8, 0,1 % (w/v) SDS,0,06 % (w/v) Ammoniumpersulfat,0,1% (w/v) N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin
Anodenpuffer 200 mM Tris, pH 8,9
Ponceau S Färbelösung 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) TCATransferpuffer 20 mM Tris, 150 mM Glyzin, 0,02 % (w/v) SDS,20 % (v/v) Methanol
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II - 13.4 Fällung von Proteinen mit TCADie Probe wurde mit 12 % (v/v) TCA (finale Konzentration) versehen und 30 min aufEis inkubiert. Dann erfolgte eine Zentrifugation bei 20000 xg und 4 °C für 20 min. Nacheinem Waschschritt mit -20 °C kaltem Aceton und kräftigem Vortexen wurde erneut bei20000 xg und 4 °C für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und dasPellet bei RT 5 min getrocknet. Zum Schluss wurde das gewonnene Pellet in SDS-Pufferoder Laemmli-Puffer aufgenommen.
II - 13.5 Gewinnung von Gesamtzellproteinen
II - 13.5.1 Gewinnung von Gesamtzellproteinen zur Analyse der Proteinmen-
genEine Menge an Hefezellen, die einer optischen Dichte von 2 entsprachen, (zwischen 4 –6 ml) wurden sedimentiert, in 100 µl ddH2O resuspendiert und mit 100 µl 0,2 M NaOHversetzt. Die Lösung wurde 5 min bei RT inkubiert. Das präzipitierte Protein wurde5 min bei 18000 xg bei RT pelletiert und anschließend in Laemmli-Puffer aufgenommen.Nach Erhitzen bei 95 °C für 3 min wurde das Material erneut bei 18000 xg bei RT 1 minzentrifugiert, um unlösliche Bestandteile abzuscheiden. Der Überstand wurde mittelsSDS-PAGE und Immunodekoration analysiert.
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME.SDS Puffer 2 % (w/v) SDS , 100 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl,10 mM EDTA
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME.
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II - 13.5.2 Gewinnung von Gesamtzellproteinen zur Analyse der Redoxzu-
stände der ProteineEine Menge an Hefezellen, die einer optischen Dichte von 10 entsprachen, (zwischen 11– 16 ml) wurden sedimentiert und in 360 µl SH-Puffer mit 1 mM PMSF und 10 mM EDTAresuspendiert. Die Lösung wurde mit kleinen Glaskugeln (Durchmesser zwischen 0,25 -0,5 mm) versetzt und 6 Mal 30 sek gevortext. Dazwischen wurde die Lösung 30 sek langauf Eis gekühlt. Mittels einer Zentrifugation von 3 min bei 1000 xg und 4 °C wurdennicht aufgeschlossene Zellen und Zellkerne abgetrennt. Der gewonnene Überstandwurde mit TCA gefällt (s. II - 13.4) und dann als Gesamtzellextrakt weiter analysiert (s. II- 13.12.1). Zum Ausschluss von Sauerstoff wurde die Prozedur in einem Glovebox-System durchgeführt.
II - 13.6 Gewinnung von Zytosol zur Analyse der Redoxzustände der ProteineDie Zellen aus 50 ml einer Hefezellkultur wurden sedimentiert, mit ddH2O gewaschenund in 10 ml Mitopräp-Puffer II resuspendiert. Dann erfolgte 30 min Inkubation bei30 °C. Die Zellen wurden sedimentiert und in 1 ml Mitopräp-Puffer III (ohne BSA) resus-pendiert. Der Aufschluss erfolgte auf Eis mit dreißig Zügen in einem kleinen Glashomo-genisator mit einem Pistill. Das gewonnene Lysat wurde in ein neues Reaktionsgefäßüberführt und bei 1700 xg und 4 °C 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederumin ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei 15000 xg und 4 °C 10 min zentrifugiert,um die Mitochondrien und andere Zellkompartimente abzutrennen. Der gewonneneÜberstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit TCA gefällt (s. II - 13.4)und dann als Zytosol weiter analysiert (s. II - 13.12.1). Zum Ausschluss von Sauerstoffwurde die Prozedur nach Zugabe der Zymolyase in einem Glovebox-System durchge-führt.
SH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4
Mitopräp-Puffer II 1,2 M Sorbitol, 0,45 mg/ml Zymolyase, 20 mM KH2PO4pH7,4
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II - 13.7 Rekombinante Proteinexpression in E.coliE.coli Bl21 oder XL1blue Zellen mit entsprechenden Expressionsplasmiden wurden bei37 °C in LB Medium mit 100 µg/ml Ampicillin oder 30 µg/ml Kanamycin kultiviert.Wenn die Kulturen eine OD600 von 1 erreicht hatten, wurde 1 mM IPTG zugesetzt undweitere 3 h bei 37 °C (bzw. im Fall von His-Erv1: 16 h bei 28 °C) schüttelnd inkubiert. DieZellen wurden sedimentiert und in 40 ml Reinigungspuffer (oder HisErv1-Reinigungs-puffer) resuspendiert. 0,2 mg/ml Lysozym wurden hinzugegeben und die Lösung 10 minbei 4 °C schüttelnd inkubiert. Das Zelllysat wurde auf Eis sonifiziert (Tastgrad 80 %,Kontrolleinstellung 4), indem die Probe 10 Mal abwechselnd 12 sek Schall ausgesetztwurde und 18 sek auf Eis abgekühlt wurde. Unlösliche Zellreste und unaufgeschlosseneZellen wurden mittels Zentrifugation (30000 xg, 20 min, 4 °C) abgetrennt (Proteinex-pression und -reinigung nach Grumbt et al., 2007).
II - 13.8 Reinigung rekombinanter Proteine
II - 13.8.1 GSH-AffinitätschromatographieEine Chromatographiesäule (Glas, 60 ml, Niedrigdruck) wurde mit 3 ml GSH-Kügelchenbeladen. Diese wurden mit 10 Säulenvolumen Reinigungspuffer äquilibriert. Alle Puffer-durchflüsse der Säule erfolgten per Gravitation. Der Überstand des Bakterienlysates(siehe II - 13.7) wurde zweimal über die Säule gegeben und diese dann mit 30 Säulenvo-lumen an Reinigungspuffer gewaschen. Anschließend wurden die Kügelchen zusammenmit 10 ml Reinigungspuffer in ein Reaktionsgefäß gegeben und mit Precission Protease(160 ng/ml) versetzt. Die Proben wurden 3 h bei 30 °C oder über Nacht bei 4 °C überKopf geschüttelt, um das Protein von seinem GST-Anhang abzutrennen. Anschließendwurden die GSH-Kügelchen zurück in die Chromatographiesäule gegeben und der
Mitopräp-Puffer III (ohne BSA) 0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF
HisErv1-Reinigungspuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 20 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSFReinigungspuffer 20 mM Tris pH 7, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF
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Durchfluss gesammelt (Proteinreinigung nach Grumbt et al., 2007). Die eluierte Protein-lösung wurde mittels Amicon Ultra Zentrifugationsfilter zehnfach konzentriert und dieKonzentration dann mittels Bradfordtest bestimmt. Die rekombinanten Proteine wurdenin flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
II - 13.8.2 Nickel-NTA-Reinigung von HisErv1Eine Chromatographiesäule (Glas, 60 ml, Niedrigdruck) wurde mit 1 ml Ni-NTA-Kügel-chen beladen. Diese wurden mit 20 Säulenvolumen HisErv1-Reinigungspuffer äquilib-riert. Alle Pufferdurchflüsse der Säule erfolgten per Gravitation. Der Überstand des Bak-terienlysates (siehe II - 13.7) wurde zweimal über die Säule gegeben und diese dann mit15 Säulenvolumen an HisErv1-Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden die Kügel-chen mit 10 Mal 1 ml HisErv1-Elutionspuffer eluiert. Die Konzentration der einzelnenFraktionen wurde mittels Bradfordtest bestimmt. Die rekombinanten Proteine wurdendann in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
II - 13.9 In vitro Transkription und Translation radioaktiv markierter ProteineZur Herstellung radioaktiv markierter Proteine wurde das TNT® Coupled ReticulocyteLysate System von Promega gemäß den Anweisungen des Herstellers verwendet. Eswurden radioaktiv markiertes [35S]Methionin als auch [35S]Cystein verwandt.
Reinigungspuffer 20 mM Tris pH 7, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF
HisErv1-Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 250 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSFHisErv1-Reinigungspuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 20 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSFHisErv1-Waschpuffer 50 mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 30 mM Imidazol pH 8,1 mM PMSF
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II - 13.10 Fällung radioaktiv markierter ProteineDas Proteingemisch wurde mit dem doppelten Volumen an gesättigter Lösung(NH4)2SO4 in drei Schritten versetzt (Endkonzentration (NH4)2SO4: 2,7 M). Dazwischenwurde die Lösung jedes Mal gevortext. Anschließend wurde die Probe 30 min auf Eisinkubiert und dann bei 15000 xg 12 min bei 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pelletwurde in Harnstoffpuffer aufgenommen und direkt für den in vitro Import verwendet.
II - 13.11 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradfordtest)Die Konzentrationsbestimmung wurde nach Bradford durchgeführt (Bradford, 1976).Das fünffachkonzentrierte Bradfordreagenz wurde nach Vorschrift eingesetzt. ZurEichung wurde eine Standardmessreihe aus 24, 12, 6, 3 und 0 mg/ml IgG verwendet. 5und 10 µl der Probe wurden in einer Verdünnung von 1:10 oder 1:100 in 1 ml einer ein-fachen Bradfordreagenz gegeben. Die Extinktion wurde mit einem Eppendorf BIO Photo-meter ermittelt und daraus die Proteinkonzentration in den Proben errechnet.
II - 13.12 Modifikation von Proteinen
II - 13.12.1 Proteinmodifikation mit AMSAMS bindet kovalent an freie Sulfhydrylgruppen eines Proteins und vergrößert dessenMasse um etwa 0,5 kDa. Es wurden verschiedene Proben modifiziert: 50 bis 150 µg iso-lierte Mitochondrien in SDS Puffer; Zytosol entsprechend einer Menge Hefezellen von1 OD600 in SDS Puffer; Gesamtzellextrakt entsprechend einer Menge Hefezelle von2,5 OD600 in SDS Puffer; zwischen 2 und 10 µg rekombinanter Proteine in Puffer akt. DieProben wurden mit 10, 20 oder 30 mM AMS versetzt (Endvolumen je 20 µl) und lichtge-schützt bei 25 oder 37 °C für 1 h inkubiert. Laemmli-Puffer wurde zugesetzt und die Pro-ben gekocht (95 °C, 3 min). Die weitere Analyse erfolgte mit SDS-PAGE und Immunode-koration. 
Harnstoffpuffer 6 M Harnstoff, 20 mM MOPS pH 7,2, 5 mM DTT
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II - 13.12.2 Proteinmodifikation mit IAAlAA bindet freie Sulfhydrylgruppen unter Bildung einer kovalenten Bindung. Eine Modi-fikation mit IAA wurde eingesetzt, um transiente Interaktionen via eine Disulfidbrückezu stabilisieren (z.B. Mia40-Substrat-Intermediate). Bindung von IAA an Proteineänderte deren Laufverhalten während einer SDS-PAGE nur unmerklich. Bei der Modifi-kation von Mitochondrien wurden 50 bis 200 µg Mitochondrien in SH-Puffer mit 50, 70oder 80 mM IAA versetzt und für zwischen 10 und 25 min bei 25 °C inkubiert.
II - 13.13 Behandlung von Proteinen mit DTTZur Überprüfung der Stabilität der Disulfidbrücken wurden Proteine mit dem starkenReduktionsmittel DTT behandelt. Die Proteinlösung oder isolierte Mitochondrien wur-den mit zwischen 5 und 80 mM DTT versetzt und bei 25 oder 95 °C 10 oder 15 min inku-biert. Danach folgten eine Fällung der Proteine mit TCA und eine Behandlung mit AMS.Zum Ausschluss von Sauerstoff wurde die Prozedur bei der Analyse von Gesamtzellpro-tein und Zytosol in einem Glovebox-System durchgeführt.
II - 13.14 Interaktion von Ccs1 Domäne I (AS 1 – 74; Ccs1 dI) mit rekombinan-
tem Mia40C100 µl E. coli Lysat in Reinigungspuffer aus Zellen, die die Domäne I (AS 1 – 74) derCcs1-Varianten mit einem GST-Anhang exprimierten, wurden zu 30 µl GSH-Kügelchengegeben und mit 5 mM DTT versetzt. Die Proben wurden 1 h bei 4 °C geschüttelt, danndreimal mit 1 ml Reinigungspuffer gewaschen und in zwei Proben aufgeteilt. Zu einerder Proben wurden 220 µM Mia40C (funktioneller Teil von Mia40; AS 284 – 403;
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME.Puffer akt. (aktiv) 20 mM Tris pH 7, 40 mM NaClSDS Puffer 2 % (w/v) SDS , 100 mM Tris pH 7, 100 mM NaCl,10 mM EDTA
SH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4
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Grumbt et al., 2007) hinzugegeben, zur anderen Reinigungspuffer. Daraufhin wurde 10min bei 25 °C inkubiert, 50 mM IAA hinzugegeben und dreimal mit 1 ml Reinigungspuf-fer gewaschen. Die Proben wurden mit Laemmli-Puffer ohne β-ME eluiert, in ein neuesReaktionsgefäß überführt und 3 min bei 95 °C gekocht. Die weitere Analyse erfolgte mit-tels SDS-PAGE und Immunodekoration mit einem Antikörper gegen Mia40.
II - 13.15 In vitro Oxidation von Pet191 und Tim10 durch das Disulfid-Relay-
System100 µl rekombinantes Pet191 (66 µM) in Reinigungspuffer oder 100 µl rekombinantesTim10 (41 µM) in Reinigungspuffer wurden mit 15 mM DTT 10 min bei 25 °C behandelt.Daraufhin wurde die Proteinlösung mittels einer Nap5-Säule gereinigt und mit Pufferakt. eluiert. 2 µM Pet191 oder 2 µM Tim10 wurden mit 2 µM Mia40C und/oder 2 µMErv1 15 min bei 25 °C in 10 µl Puffer akt. inkubiert. Daraufhin wurden weitere 10 µl Puf-fer akt. hinzugegeben. In alle Proben bis auf eine (-AMS) wurde 10 mM AMS hinzugege-ben und 1 h bei 37 °C im Dunklen inkubiert. Dann wurde die Lösung mit 50 mM IAA ver-mischt, mit Laemmli-Puffer versehen und 3 min bei 95 °C gekocht. Die weitere Analyseerfolgte mittels SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen Pet191 undTim10.
Laemmli-Puffer ohne β-ME 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau.Reinigungspuffer 20 mM Tris pH 7, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME.Puffer akt. (aktiv) 20 mM Tris pH 7, 40 mM NaClReinigungspuffer 20 mM Tris pH 7, 200 mM NaCl, 1 mM PMSF
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II - 14 Methoden zur Arbeit in organello
II - 14.1 Isolierung von Mitochondrien aus HefezellenHefekulturen wurden bis zu einer OD600 von 1 – 1,5 in Flüssigmedium angezogen undbei 4000 xg, 5 min, RT geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden einmal mit ddH2Ogewaschen. Dem Feuchtgewicht entsprechend wurde das Pellet in 2 ml Mitopräp-Puffer Ipro 1 g resuspendiert. Die Zellen wurden 10 min bei 30 °C geschüttelt und für 5 min bei2800 xg und RT zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ml 1,2 M Sorbitol gewaschen, in6,6 ml Mitopräp-Puffer II pro Gramm Feuchtgewicht resuspendiert und 30 min bei 30 °Cgeschüttelt. Die entstandenen Sphäroblasten wurden durch Zentrifugation bei 1100 xgfür 5 min bei 4 °C geerntet. Der Rest der Präparation wurde auf Eis mit eisgekühlten Rea-genzien durchgeführt. Die pelletierten Sphäroblasten wurde in 6,6 ml Mitopräp-Puffer III je Gramm Feuchtgewicht resuspendiert und in einem Glashomogenisator miteinem Pistill mit zehn Zügen aufgeschlossen. Intakte Zellen, Membranen und Zellkernewurden durch eine zweimalige Zentrifugation bei 1900 xg für 5 min bei 4 °C abgetrennt.Die Mitochondrien wurden durch eine Zentrifugation bei 18000 xg für 12 min bei 4 °Cpelletiert und anschließend in 30 ml SH-Puffer resuspendiert. Verunreinigungen wurdendurch zweimalige Zentrifugation bei 1900 xg für 5 min 4 °C entfernt. Der Überstandwurde bei 17000 xg für 12 min zentrifugiert und so die Mitochondrien isoliert. Das Pel-let wurde vorsichtig je nach Größe in 0,3 bis 5 ml SH-Puffer resuspendiert und die Prote-inkonzentration mittels Bradfordtest bestimmt. Die isolierten Mitochondrien wurden aufeine Konzentration von 10 mg/ml mit SH-Puffer verdünnt, in flüssigem Stickstoff gefro-ren und bei -80 °C gelagert.
Mitopräp-Puffer I 100 mM Tris, 10 mM DTTMitopräp-Puffer II 1,2 M Sorbitol, 0,45 mg/ml Zymolyase, 20 mM KH2PO4pH7,4Mitopräp-Puffer III 0,6 M Sorbitol, 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA,0,2 % (w/v) BSA, 1 mM PMSFSH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4
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II - 14.2 Proteinimport in den IMR von isolierten MitochondrienIn vitro Importexperimente wurden mit isolierten Mitochondrien durchgeführt (Glick,1991). Pro Reaktion (100 µl) wurden 50 oder 250 µg Mitochondrien in Importpufferaufgenommen und bei 25 °C 3 min vorinkubiert. Für den Test der Abhängigkeit desImports von Pet191 von ATP und NADH wurden, wie angeben, 2 mM ATP und 4 mMNADH zugegeben oder weggelassen. Für den Test der Abhängigkeit des Imports vonPet191 von DTT wurde zum Importpuffer zwischen 0 und 10 mM DTT zugefügt. 3  oder12% (v/v) gefälltes, radioaktiv markiertes Protein wurden hinzugefügt und der Ansatzbei 25 °C für 2 oder 15 min inkubiert. Der Import wurde durch zehnfaches Verdünnen ineiskaltem SH-Puffer gestoppt und nichtimportiertes Material durch Zugabe von Trypsin(50 µg/ml) oder PK (100 µg/ml) abgebaut. Nach 15 oder 20 min Inkubation auf Eiswurde die Protease durch Zugabe von 1 mg/ml STI (Trypsin) oder 1 oder 2 mM PMSF(PK) und weitere 10 min Inkubation auf Eis inhibiert. Die Mitochondrien wurden durchzehnminütiges Zentrifugieren bei 20000 xg und 4 °C sedimentiert. Das Mitochondrien-pellet wurde mit 500 µl eiskaltem SH-KCl-Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und fürweitere Analysen verwendet oder in Laemmli-Puffer resuspendiert, 3 min bei 95 °Cinkubiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
II - 14.3 Herstellung mitochondrialer LysateDie Lyse von 50 bis 500 µg pelletierten Mitochondrien erfolgte durch Resuspendieren in100 µl Lysepuffer und anschließender Inkubation für 10 min bei RT. Der Ansatz wurde inTBS mit 0,05 % (v/v) Triton X-100 10fach verdünnt und nicht-solubilisiertes Materialmittels Ultrazentrifugation (90.000 xg, 4 °C, 20 min) abgetrennt.
Importpuffer 0,61 M Sorbitol, 80 mM KCI, 10 mM Magnesiumacetat,2 mM KH2PO4, 0,6 mM DTT, 2,5 mM MnCl2, 2,5 mM EDTA,50 mM Hepes pH7,2.Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME (wo angegeben ohneβ-ME).SH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4SH-KCl-Puffer 0,6 M Sorbitol, 50 mM Hepes pH 7,4, 80 mM KCl
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II - 14.4 Trypsinbehandlung von MitochondrienUm die Lokalisation von Ccs1 im Inneren der Mitochondrien zu bestätigen, wurden iso-lierte Mitochondrien mit Protease behandelt. Dazu wurden 25 µg Mitochondrien in 20 µlSH-Puffer mit 100 µg/ml Trypsin versetzt. Anschließend wurde 20 min auf Eis inkubiertund dann die Protease mit 2 mg/ml STI gestoppt. Nach weiteren 5 min auf Eis wurdendie Mitochondrien pelletiert, mit SH-KCl-Puffer gewaschen und in Laemmli-Puffer resus-pendiert. Nach dem Kochen bei 95 °C für 3 min erfolgte die weitere Analyse mittels SDS-PAGE.
II - 14.5 Trypsinbehandlung von mitochondrialen Extrakten50 oder 60 µg Mitochondrien in 37 µl SH-Puffer wurden mit 0,5 % (v/v) Triton X-100versetzt und 15 min auf Eis lysiert. Daraufhin wurden zwischen 10 und 200 µg/ml Tryp-sin hinzugegeben und 20 min auf Eis inkubiert. Die Protease wurde mittels 4 mg/ml STIoder TCA-Fällung gestoppt. Daraufhin wurde die Probe mit Laemmli-Puffer versehen,gekocht (95 °C, 3 min) und mittels SDS-PAGE und Immundekoration weiter analysiert.
Lysepuffer 50 mM NaH2PO4 pH 8, 300 mM NaCl,0,1 oder 0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSFTBS 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME.SH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4SH-KCl-Puffer 0,6 M Sorbitol, 50 mM Hepes pH 7,4, 80 mM KCl
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME.SH-Puffer 0,6 M Sorbitol, 20 mM Hepes pH 7,4
II. Material und Methoden
44
II - 14.6 Erzeugung von MitoplastenZur Erzeugung von Mitoplasten (Mitochondrien mit geborstener äußerer Membran) wurden Mitochondrien (50 µg in 100 µl) mit einer 20 mM Hepes Lösung (pH 7,4) zehn-fach verdünnt und 15 min auf Eis inkubiert.
II - 14.7 Präzipitation mitochondrialer Proteine mittels Nickel-NTA250 – 800 µg Mitochondrien wurden in 230 µl His-Lysepuffer 20 min auf Eis lysiert.Darauf folgte die Abtrennung von unlysiertem und präzipitiertem Material mittel Ultra-zentrifugation (90000 xg, 4 °C, 20 min). Vom erhaltenen Überstand wurde eine Lade-kontrolle abgenommen und der Rest zusammen mit Ni-NTA-Kügelchen (30 µl) 1 h bei4 °C schüttelnd inkubiert. Darauf wurde eine Probe des Überstandes entnommen unddie Kügelchen mit je 1 ml His-Waschpuffer dreimal gewaschen. Die gebundenen Pro-teine wurden mit Laemmli-Puffer ohne β-ME, aber mit 300 mM Imidazol eluiert. DieProbe wurde daraufhin in ein neues Reaktionsgefäß überführt, gekocht (95 °C, 3 min)und mittels SDS-PAGE weiter analysiert.
II - 15 Immunologische Methoden
II - 15.1 Generierung von Antikörpern gegen Pet191Als Antigen wurde das Protein Pet191 als GST-Fusionsprotein rekombinant von einempGEX6P1 Vektor in E. coli exprimiert, affinitätschromatographisch aus dem Zelllysatgereinigt und mit der Precission Protease vom GST-Anhang befreit (siehe II - 13.7 undII - 13.8.1). Das Protein wurde anschließend mittels SDS-PAGE gereinigt und auf eineNitrozellulosemembran geblottet. Das mittels Ponceau S Färbelösung angefärbte Protein
His-Lysepuffer 20 mM Tris pH 7,4, 80 mM KCl, 20 mM Imidazol pH 8,0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSFHis-Waschpuffer 20 mM Tris pH 7,4, 80 mM KCl, 20 mM Imidazol pH 8,0,05 % (v/v) Triton X-100, 1 mM PMSFLaemmli-Puffer ohne β-ME mit Imidazol 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l  Bromphenolblau, 300 mM Imidazol
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wurde mit einem Skalpell aus der Membran ausgeschnitten, in 250 µl DMSO gelöst undmit 250 µl Freund‘s Adjuvant Incomplete vermischt. Pro Injektion wurden 50-150 µgProtein verwendet. Die Lösung wurde einem Hasen injiziert und die Injektion imAbstand von 6 Wochen wiederholt. Jeweils 10 – 12 Tage nach Injektion wurden Blutpro-ben mit einem Volumen von 5 – 20 ml abgenommen.
II - 15.2 Erzeugung von Serum aus BlutDas bei RT agglutinierte Hasenblut wurde 10 min bei RT und bei 3200 xg zentrifugiert,um die agglutinierten Bestandteile abzutrennen. Der Überstand wurde erneut bei 13000xg und 4 °C für 15 min zentrifugiert, um die restlichen unlöslichen Bestandteile abzu-trennen. Der nun verbleibende Überstand wurde in ein neues Gefäß überführt. DurchInkubation im Wasserbad bei 56 °C für 25 min wurde das Komplementsystem inakti-viert. Das Serum wurde daraufhin bei -20 °C gelagert.
II - 15.3 Reinigung der AntikörperUm aus dem Serum von Kaninchenblut die Antikörper affinitätschromatografisch zu rei-nigen, wurde Antigen an eine Säule gekoppelt. Das Protein wurde mittels einer PD10Säule in den Kopplungspuffer überführt. Dazu wurde zuerst mit 40 ml Kopplungspufferäquilibriert, und 2,5 – 5 mg des Antigens in 2,5 ml Puffer auf die Säule gegeben. Alle Puf-ferdurchflüsse der Säule erfolgten per Gravitation. Die 2,5 ml des Durchflusses wurdenverworfen und das Antigen mit 3,5 ml Kopplungspuffer eluiert.Zur Bereitstellung des Säulenmaterials wurden 0,5 g CNBr-aktivierte Sepharose 4B ein-gewogen und in 10 ml einer 1 mM HCI Lösung 20 min geschwollen. Die Sepharosekugelnwurden daraufhin auf einer Fritte mit 200 ml einer 1 mM HCI Lösung gewaschen. Für dieKopplung wurde 1 ml geschwollener Sepharosekugeln in eine leere Säule pipettiert undder Überschuss an HCl auslaufen gelassen. Die Säule wurde mit dem Antigen beladenund 1 h bei RT gerollt. Der Überstand wurde daraufhin eluiert und verworfen. Ungebun-denes Material wurde mit 6 ml Kopplungspuffer weggewaschen. Freie aktive Gruppen an
Ponceau S Färbelösung 0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) TCA
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der Sepharose wurden mit 2 ml einer 1 M Ethanolamin Lösung (pH 8,0) blockiert, indemdie Kugeln 2 h bei RT in der Lösung inkubierten. Die Ethanolamin Lösung wurdeanschließend ablaufen gelassen. Die Säule wurde dann dreimal im Wechsel mit je 6 mlWaschpuffer I und Waschpuffer II gewaschen. Die Säule wurde in 5 ml einer 10 mM TrisLösung (pH 7,5) mit 0,05  % (w/v) Natriumazid bei 4 °C gelagert.Zur Reinigung der Antikörper wurde die Antigensäule mit 10 ml einer 10 mM TrisLösung (pH 7,5) äquilibriert. Alle Pufferdurchflüsse der Säule erfolgten per Gravitation.Zwischen 6 und 12 ml des Kaninchenserums wurden mit einer 10 mM Tris (pH 7,5), 1mM PMSF, 1 mM EDTA Lösung zu 30 ml aufgefüllt und auf die Säule gegeben. Ungebun-denes Material wurde durch Waschen mit 10 ml einer 10 mM Tris Lösung (pH 7,5), dannmit 10 ml einer 10 mM Tris und 0,5 M NaCl Lösung (pH 7,5) und schließlich mit 10 mleiner 100 mM Natriumcitrat Lösung (pH 4,0) entfernt. Die gebundenen Antikörper wur-den mit 10 ml einer 100 mM Glycin Lösung (pH 2,5) eluiert. Die gesammelten Fraktio-nen von 1 ml (G1 – G10) wurden sofort mit 200 µl einer 1 M Tris Lösung (pH 8,8) neut-ralisiert. Die Säule wurde dann mit 10 ml einer 10 mM Tris Lösung (pH 7,5) gewaschenund unter 5 ml einer 10 mM Tris Lösung (pH 7,5) mit 0,05  % (w/v) Natriumazid bei 4°C gelagert. Die eluierten Antikörperfraktionen wurden dann mittels Immunodekorationvon 50 µg Mitochondrien auf ihre Wirksamkeit getestet. Die Eluate wurden anschließendbei - 20 °C gelagert.
II - 15.4 Immunodekoration von Proteinen auf NitrozellulosemembranZur Absättigung unspezifischer Bindungen der Antikörper wurde die Nitrozellulose-membran mit einer 5%igen (w/v) Milchpulverlösung in TBS bei RT 30 min schüttelndinkubiert. Anschließend wurde die Membran mit dem gegen das zu dekorierende Pro-tein spezifischen Antikörper über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Antikörperkonzentrationin 5%iger Milchpulverlösung in TBS wurde individuell abgestimmt, für Pet191 wurdeeine 1:25-Verdünnung gereinigter Antikörper von Fraktion G3 verwendet (s. II - 15.3).
Kopplungspuffer 0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCI, pH 8,3Waschpuffer I 0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl, pH4,0Waschpuffer II 0,1 M Tris, 0,5 M NaCl, pH8,0
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Nach der Inkubation mit dem ersten Antikörper wurde die Membran mit TBS gespült,dann 5 min mit TBS, 5 min mit TBS mit 0,05 % (v/v) Triton X-100, daraufhin erneut kurzgespült und 5 min mit TBS gewaschen. Dann wurde die Membran mit dem sekundärenAntikörper (1:10.000) für 45 min bei RT oder bis zu 5 h bei 4 °C inkubiert. Die Membranwurde abermals wie oben beschrieben gewaschen, mit ECL-Reagenz (ECL1 + ECL2 ingleichen Teilen) versetzt und mit Röntgenfilmen (FUJI Medical X-Ray film, Super RX)entwickelt. Die Entwicklung der Filme erfolgte maschinell mit Lösungen der FirmaAGFA.
II - 15.5 ImmunopräzipitationZur Darstellung kovalenter Protein-Protein-Interaktion von Mia40 mit seinem Substratwurden gereinigte Antikörper gegen das C-terminale Peptid von Mia40 an Protein-A-Sepharose gekoppelt. 10 mg Sepharosekugeln wurden in ddH2O geschwollen und in TBSgewaschen. Anschließend wurden 60 µl Antikörper mit den Sepharosekugeln für 30 minschüttelnd bei 4 °C inkubiert. Mitochondriale Lysate (s. II - 14.3) wurden zu den Protein-A-Sepharosekugeln hinzugefügt und 2 h bei 4 °C schüttelnd inkubiert. Dann wurde dasSäulenmaterial zweimal mit TBS mit 0,05 % (v/v) Triton X-100 und einmal mit TBSgewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch Vortexen, Zugabe von Laemmli-Puffer mit oder ohne β-ME und Kochen (95 °C, 3 min) von den Sepharosekugeln eluiertund per SDS-PAGE analysiert.
ECL 1 300 µl Luminol (440 mg/10 ml DMSO) und 133 µlCumarinsäure (150 mg/10 ml DMSO) in 30 ml 100 mM TrispH 8,5ECL 2 0,02 % (v/v) H202 in 30 ml 100 mM Tris pH 8,5TBS 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5
Laemmli-Puffer 10 % (w/v) Glyzerin, 2 % (w/v) SDS, 10 mM Tris pH 6,8,0,1 g/l Bromphenolblau, 5 % β-ME (wo angegeben ohneβ-ME).TBS 150 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7,5
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III Ergebnisse
III - 1 Ccs1 – ein unkonventionelles Substrat des Disulfid-Relay-
Systems
III - 1.1 Die mitochondriale Lokalisierung des Ccs1 ist abhängig von Cystein-
Resten in Ccs1Es ist bekannt, dass Ccs1 sowohl im Zytosol als auch im IMR von Mitochondrien vorliegtund dass die Mengen an Ccs1 im IMR vom Disulfid-Relay-System abhängen (Sturtz et al.,2001; Kawamata und Manfredi, 2008; Khalimonchuk et al., 2008; Reddehase et al.,2009). Bei den Substraten des Disulfid-Relay-Systems mit Zwillings-CXnC-Motiv sindCysteine aus diesem Motiv für den Import der Substrate in den IMR essentiell (Lutz etal., 2003; Milenkovic et al., 2009; Sideris et al., 2009). Bisher ist nicht bekannt, wie Sub-strate ohne Zwillings-CXnC-Motiv in Mitochondrien importiert werden. Haben auch Cys-teine in Ccs1 Einfluss auf die Lokalisation des Proteins im IMR? Um dies zu charakteri-sieren, wurden Cystein-zu-Serin-Varianten von Ccs1 untersucht. Die Varianten wurdenin einem Δccs1-Stamm von einem Plasmid unter dem endogenen CCS1-Promotor expri-miert.
III - 1.1.1 Vergleich der Expressionsmengen der Ccs1-Varianten in HefezellenUm sichere Aussagen darüber treffen zu können, welche Ccs1-Variante in größeren oderkleineren Mengen in Mitochondrien vorkommt, muss zuerst überprüft werden, ob sichdie Varianten in ihrer Expression und damit in ihrer Gesamtmenge in der Zelle unter-scheiden. Dazu wurden von drei Doppelmutanten und sechs Einzelmutanten Zellex-trakte angefertigt und mittels SDS-PAGE und Immunodekoration analysiert. Das Matrix-protein Tim44 diente als Ladekontrolle. Die Varianten C17/20S und C27/64S waren inihren Mengen nicht unterschiedlich zu der Ccs1-Menge im Wildtyp (s. Abb. 4). Dies trafauch auf die Varianten C17S, C20S, C27S und C64S zu. Die Varianten C229/231S, C229Sund C231S lagen jedoch in erhöhten Mengen vor. Dies könnte damit zusammenhängen,dass diese Varianten nicht-funktionell sind und Sod1 nicht aktivieren können (Schmidt
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et al., 1999; Caroline Burgard, Groß et al., 2011). Es scheint eine Rückkopplung zu geben,die zu einer höheren Expression von Ccs1 führt, wenn dieses nicht funktionell ist. DieseUngleichheit in der Expression muss bedacht werden, wenn man die Mengen von inMitochondrien importiertem Ccs1 untersucht.
III - 1.1.2 Vergleich der Proteinmengen an Ccs1-Varianten in MitochondrienUm festzustellen, welche Cysteine eine Rolle beim Import von Ccs1 spielen, wurden dieMengen der verschiedenen Cystein-zu-Serin-Varianten von Ccs1 in Mitochondrienuntersucht. Zuerst wurden Mitochondrien aus Hefezellen isoliert, die Ccs1-Varianten miteiner einzelnen Cystein-zu-Serin-Mutation exprimierten. Die Proteinmengen der einzel-nen Varianten in den Mitochondrien wurden mittels SDS-PAGE und Immunodekorationuntersucht. Die Varianten C17S, C20S und C27S zeigten keine Abweichung von Wildtyp-Ccs1 (s. Abb. 5). Entsprechend ihrer erhöhten Zellmengen waren die Menge der Varian-ten C229S und C231S auch in den Mitochondrien erhöht. Eindeutig erniedrigt war dieMenge der Variante C64S. Von dieser Variante schien aufgrund des fehlenden CysteinsC64 weniger in die Mitochondrien importiert worden zu sein. Oder die Ccs1-VarianteC64S war weniger stabil nach dem Import in Mitochondrien. Die Variante C159S wurdeebenfalls untersucht und verhielt sich in allen Experimenten wie der Wildtyp (Datennicht gezeigt). Tim44 diente als Ladekontrolle.
Abb. 4: Zellextrakte von Zellen mit verschiedenen Ccs1 Varianten.Von jeder Variante wurden Zellextrakte aufgetragen, die einer Zellmenge von 0,5OD600 entsprechen. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekorationmit Antikörpern gegen die angegebenen Proteine.
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Analog zu den Varianten mit einzelnen Cystein-Mutationen wurden auch die Mengen derCcs1-Varianten mit zweifacher Cystein-Mutation in isolierten Mitochondrien untersucht.Die Variante C17/20S zeigte keinen Unterschied zum Wildtyp (s. Abb. 6). Die Menge derVariante C229/231S war erhöht, wie es auch bei den zugehörigen Einzelvarianten beob-achtet worden war. Die Menge der Variante C27/64S war als Einzige vermindert. Tim44diente als Ladekontrolle.Dieses Ergebnis zeigt, dass das Cystein C64 für die Menge an Ccs1 in Mitochondrienwichtig ist und das Fehlen eines der restlichen sechs Cysteine keinen großen Einfluss aufdie Lokalisation von Ccs1 hat. Die Verminderung in der Menge der Ccs1-VarianteC27/64S bestätigt die Wichtigkeit des Cysteins C64 des Ccs1 für die Biogenese des Pro-teins in Mitochondrien.
Abb. 5: Mitochondriale Proteinmengen der Ccs1-Einzelvarianten.Es wurden 12,5 und 25 µg isolierte Mitochondrien aufgetragen. Die Analyse erfolgtedurch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen die angegebenenProteine. Die Varianten wurden mit 2 HA-Anhängen exprimiert. In Mitochondrienwurde jedoch ein Abbau dieser Anhänge durch nicht identifizierte, endogene Pro-teasen beobachtet. Die obere Bande der Ccs1-Varianten entsprach Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. Die untere Bande entsprach Ccs1 ohne diesen Anhang. Tim44 diente alsLadekontrolle.
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III - 1.1.3 Bestätigung der mitochondrialen Lokalisation der Ccs1-VariantenWährend der Präparation von Mitochondrien können auch Proteine mitisoliert werden,die außerhalb der Organellen anhaften. Um sicherzustellen, dass die betrachteten Men-gen an Ccs1 im Inneren der Mitochondrien vorlagen, wurden intakte Mitochondrien mitProtease behandelt und damit alle Proteine abgebaut, die nicht im Inneren der Mito-chondrien geschützt waren. Die Mengen an Ccs1 änderten sich mit der Zugabe der Pro-tease nicht (s. Abb. 7). Das Kontrollprotein Tim44, das in der Matrix vorliegt (Blom et al.,1993), war ebenfalls nicht betroffen, während Tom70, das als Protein der äußerenMembran von der Protease angegriffen werden kann (Hines et al., 1990), verdaut wur-de.Somit ist gezeigt, dass das in den Mitochondrienfraktionen detektierte Ccs1 und dieCcs1-Varianten innerhalb der Mitochondrien vorliegen.
Abb. 6: Mitochondriale Proteinmengen der Ccs1-Doppelvarianten.Es wurden 12,5 und 25 µg isolierte Mitochondrien aufgetragen. DieAnalyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikör-pern gegen die angegebenen Proteine. Die obere Bande der Ccs1-Vari-anten entsprach Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. Die untere Bande entsprachCcs1 ohne diesen Anhang nach endogenem Abbau. Tim44 diente alsLadekontrolle.
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III - 1.1.4 Vergleich der Proteinmengen von nur mitochondrial lokalisierten
Ccs1-FusionsproteinenDie Verringerung der mitochondrialen Proteinmengen der Ccs1-Varianten C64S undC27/64S muss nicht direkt vom Import der Proteine durch das Disulfid-Relay-Systemabhängen. Es könnte lediglich auf einen erhöhten Proteinabbau dieser Varianten im IMRberuhen. Um dies auszuschließen, wurden Konstrukte verwendet, bei denen dieCcs1-Varianten eine Cytochrom b2-Präsequenz (AS 1-88) trugen. Mit dieser Präsequenzam N-Terminus wird das Protein zuerst über die TIM23-Translokase in die innereMembran inseriert (Stopp-Transfer-System). Dann werden die Präsequenz und das hyd-rophobe Segment durch die endogenen Proteasen MPP und IMP abgeschnitten und daslösliche Protein wird im IMR freigesetzt (Glick et al., 1992). Der Import dieser Fusions-proteine in den IMR ist somit unabhängig vom Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System.Die Mengen der Doppelvarianten der Ccs1-Fusionsproteine wurden in isolierten Mito-chondrien untersucht. Es fanden sich gleichgroße Mengen von WT und den beidenCcs1-Fusionsprotein-Varianten C17/20S und C27/64S (s. Abb. 8). Dies zeigte, dass dieCcs1-Fusionsprotein-Variante C27/64S in Mitochondrien nicht vermehrt abgebaut wur-de. Durch die höhere Expression der Ccs1-Fusionsprotein-Variante C229/231S fanden
Abb. 7: Ccs1 befindet sich im Inneren intakter Mitochondrien.Es wurden 100 µg/ml Trypsin und 25 µg Mitochondrien pro Spur ver-wendet. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekorationmit Antikörpern gegen die angegebenen Proteine. Die obere Bande derCcs1-Varianten entsprach Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. Die untere Bandeentsprach Ccs1 ohne diesen Anhang nach endogenem Abbau.
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sich, wie für die Ccs1-Variante C229/231S, größere Mengen dieser Variante in den Mito-chondrien. Tim44 diente als Ladekontrolle.
Dieses Ergebnis demonstriert, dass der mangelhafte Import der Ccs1-Variante C27/64Sin Mitochondrien auf einen Importdefekt dieser Variante und nicht auf ihren Abbau inMitochondrien beruht.
III - 1.2 Spezifische Cystein-Reste in Ccs1 vermitteln den Mia40-abhängigen
Import von Ccs1Es wurde gezeigt, dass die Menge an WT-Ccs1 in den Mitochondrien von der Menge anMia40 abhängt (Reddehase et al., 2009). Zusammen mit den bisherigen Ergebnissen die-ser Arbeit ergab sich die Frage, in wieweit die Proteinmengen der einzelnen Ccs1-Cys-tein-Varianten von der Menge an Mia40 abhängen. Hat das Fehlen bestimmter Cysteinedirekten Einfluss auf den Mia40-abhängigen Import von Ccs1? Hängt der oben gezeigteverminderte Import der Ccs1-Varianten C64S und C27/64S in Mitochondrien direkt mitMia40 und dem Disulfid-Relay-System zusammen? Um dies zu untersuchen, wurden dieeinzelnen Varianten in einem Δccs1-Stamm exprimiert, der einen galaktose-induzierbaren Promotor vor dem MIA40-Gen aufweist. Damit war es durch Wahl der
Abb. 8: Mitochondriale Mengen der Ccs1-Fusionsproteine.Es wurden 12,5 und 25 µg Mitochondrien aufgetragen. Die Analyseerfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörperngegen die angegebenen Proteine. Die obere Bande der Ccs1-Fusionspro-tein-Varianten entsprach Ccs1 ohne HA-Anhang. Die untere Bande warein Abbauprodukt von Ccs1. Tim44 diente als Ladekontrolle. Cytb2:Proteine wurden mit einer N-term. Cytochrom b2-Präsequenz (AS1-88) exprimiert.
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Zuckerquelle im Wachstumsmedium möglich, die Mengen an Mia40 herauf- (Galaktose)oder herunterzuregulieren (Glukose).Zuerst wurde ein Stamm untersucht, in dem die Menge an Mia40 hochreguliert war, unddieser mit einem Stamm ohne galaktoseinduzierbaren Promotor verglichen. Die Protein-mengen der Ccs1-Varianten und des WT-Ccs1 in den Mitochondrien wurden miteinan-der verglichen. Wie bereits beschrieben, stiegen auch hier die Mengen an WT-Ccs1,wenn mehr Mia40 in den Mitochondrien für den Import zur Verfügung stand (Redde-hase et al., 2009). Das war auch der Fall für die Varianten C17/20S und C229/231S (s.Abb. 9). Die Menge an Ccs1 C27/64S war hingegen nicht erhöht. Als Ladekontrollediente wiederum Tim44. Das Mia40-Substrat Tim13, das nur in Mitochondrien vor-kommt, war bei einer Hochregulation der Mengen von Mia40 nicht verändert. Dies decktsich mit früheren Ergebnissen (Reddehase et al., 2009).Dieses Ergebnis zeigt, dass der Import der Ccs1-Variante C27/64S durch eine größereMenge an Mia40 nicht mehr verstärkt und damit die gegenüber den anderen Variantenverringerte Menge an Ccs1 nicht vermehrt werden kann.
Abb. 9: Die mitochondrialen Mengen der Variante C27/64S werden durch mehr Mia40 nicht erhöht.Es wurden 12,5 und 25 µg Mitochondrien aufgetragen. WT: Wildtypzellen, gleichzeitig mit dem regulier-baren Stamm präpariert. Mia40↑: Zellen mit hochregulierter Menge an Mia40. Die Analyse erfolgte durchSDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen die angegebenen Proteine. Die Expositionenwurden entsprechend gewählt, um ähnliche Signalstärken zu zeigen. Vergleiche der absoluten Protein-mengen von Ccs1 dürfen deshalb zwischen den Varianten nicht gezogen werden. Die obere Bande derCcs1-Varianten entsprach Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. Die untere Bande entsprach Ccs1 ohne diesen Anhangnach endogenem Abbau. Tim44 diente als Ladekontrolle.
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Als Nächstes wurden die Proteinmengen von Ccs1 in isolierten Mitochondrien unter-sucht, in denen die Menge an Mia40 runterreguliert und das Protein somit nahezu ent-fernt worden war. Die Mengen an WT-Ccs1 waren, wie bereits beschrieben, in den Mito-chondrien mit wenig Mia40 verringert (Reddehase et al., 2009). Dies traf ebenso auf dieCcs1-Varianten C17/20S und C229/231S zu (s. Abb. 10). Die Variante C27/64S warebenfalls verringert, jedoch zu einem kleineren Grad. Als Ladekontrolle diente Tim44.Tim13 war als Substrat des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems durch die geringeMenge an Mia40 ebenfalls betroffen und seine Menge verringert. Durch die verlängerteVerdopplungszeit der Zellen der funktionell gestörten Ccs1-Variante C229/231S liegt inden Mitochondrien, die aus diesem Stamm präpariert wurden, noch mehr Mia40 vor.Dadurch sind keine Effekte auf die Mengen an Tim13 zu sehen. Die Mengen der Ccs1-Va-riante C229/231S sind in diesen Mitochondrien jedoch bereits betroffen und ebenfallsverringert.Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ccs1-Variante C27/64S anders auf eineHerauf- und Herunterregulation der Mengen von Mia40 reagiert als der WT und dierestlichen Varianten. Eine im Gegensatz zu den anderen Varianten verminderte Mengeder Ccs1-Variante C27/64S wird in Mitochondrien importiert. Diese Menge kann nichtvermehrt werden, wenn mehr Mia40 für den Import zur Verfügung steht. Dennoch istdie importierte Menge an Ccs1 C27/64S verringert, wenn weniger Mia40 in den Mito-chondrien vorliegt. Dies erscheint zunächst widersprüchlich, könnte aber auf eine indi-rekte Beteiligung des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems beim Import von Ccs1C27/64S hinweisen. Die indirekte Beteiligung des Disulfid-Relay-Systems geschiehteventuell über ein anderes Substrat dieses Systems, dessen Menge in Mitochondrien mitmehr Mia40 nicht erhöht, in Mitochondrien mit weniger Mia40 jedoch verringert ist.Durch die verminderte Menge dieses unbekannten Substrates könnte auch die Menge anCcs1 C27/64S ohne direkte Beteiligung von Mia40 sinken.
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III - 1.3 Mia40 interagiert mit Ccs1 vor allem über dessen Cysteinrest C64Die unterschiedlichen mitochondrialen Proteinmengen der Ccs1-Varianten und ihreungleiche Abhängigkeit von den Mengen an Mia40 weisen darauf hin, dass bestimmteCysteinreste von Ccs1 für dessen Mia40-abhängigen Import wichtig sind. Das CysteinC64 scheint bei dem Import von Ccs1 in Mitochondrien durch das Disulfid-Relay-Systemeine besondere Rolle zu spielen. Im Weiteren soll die direkte Interaktion von Ccs1 mitMia40 und deren Abhängigkeit von den einzelnen Cysteinen von Ccs1 mit Hilfe der Cys-tein-Varianten beleuchtet werden.
III - 1.3.1 In der Importreaktion wird kein Disulfid-Intermediat zwischen der
Ccs1-C27/64S-Variante und Mia40 detektiertDas Intermediat einer Interaktion zwischen Mia40 und Ccs1 kann auf einem nicht-redu-zierendem SDS-Gel nachgewiesen werden (Reddehase et al., 2009). Um zu kontrollieren,welche Cysteinreste eine Rolle bei der Bildung des Disulfid-Intermediates zwischen
Abb. 10: Die mitochondrialen Mengen der Ccs1-Varianten werden durch geringere Mengen an Mia40reduziert.Es wurden 12,5 und 25 µg Mitochondrien aufgetragen. WT: Wildtypzellen, gleichzeitig mit dem regulier-baren Stamm präpariert. Mia40↓: Zellen mit runterregulierter Menge an Mia40; Zellen wuchsen 30 h inMedium mit Glukose. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörperngegen die angegebenen Proteine. Die Auswahl der Expositionen erfolgte, wie für Abb. 9 beschrieben. Dieobere Bande der Ccs1-Varianten entsprach Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. Die untere Bande entsprach Ccs1ohne diesen Anhang nach endogenem Abbau. Tim44 diente als Ladekontrolle.
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importiertem Ccs1 und Mia40 spielen, wurde radioaktiv markiertes Ccs1 in isolierteMitochondrien importiert. Dazu wurde das in vitro translatierte und mit radioaktivemMethionin und Cystein markierte Protein mit isolierten Mitochondrien für 15 min bei25 °C inkubiert. Dann wurde das unimportierte Material mittels Trypsin verdaut und dieMitochondrien isoliert. Gleich im Anschluss wurden die Mitochondrien lysiert undMia40 mittels seinem Oktahistidyl-Anhang durch Ni-NTA-Präzipitation gereinigt. DurchAutoradiographie wurde auf koisoliertes Ccs1 untersucht. Das Intermediat zwischenCcs1 und Mia40 war im WT sowohl in der Ladekontrolle als auch im Eluat zu sehen (s.Abb. 11). Dies traf auch für die beiden Varianten C17/20S und C229/231S zu. Andersverhielt sich die Variante C27/64S. Hier konnte kein Intermediat mit Mia40 nachgewie-sen werden.
Abb. 11: Radioaktiv markiertes Ccs1 C27/64S interagiert während einer Importreaktion nicht mit Mia40.Radioaktiv markiertes Ccs1 (12 %) wurde mit 250 µg isolierten Mitochondrien für 15 min bei 25 °C in100 µl Importpuffer inkubiert. Der Ansatz wurde mit 80 mM IAA behandelt (15 min, 25 °C). Nicht impor-tiertes Material wurde durch Zugabe von 50 µg/ml Trypsin auf Eis für 15 min verdaut, danach der Verdaumit STI (1 mg/ml) gestoppt und die Mitochondrien isoliert. Daraufhin wurden die Mitochondrien lysiertund Mia40 mit Oktahistidyl-Anhang mittels Ni-NTA Präzipitation präzipitiert. Die Analyse erfolgte durchSDS-PAGE und Autoradiographie der radioaktiv markierten, koisolierten Ccs1-Varianten. 1 %: 1 % deseingesetzten, radioaktiv markierten Ccs1. L: 10 % des eingesetzten Materials dienten als Ladekontrolle. Ü:Überstand. E: Eluat, gebundenes Material. Ccs1•Mia40His: Intermediat zwischen radioaktiv markiertemCcs1 und Mia40 mit Oktahistidyl-Anhang.
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Die Ccs1-Variante C27/64S interagiert also nicht oder kaum mit Mia40 während eines invitro Imports. Dadurch kann Ccs1 C27/64S nicht durch Mia40 in Mitochondrien impor-tiert werden. Dies erklärt, die geringen Proteinmengen dieser Variante in isoliertenMitochondrien und warum diese Mengen beinahe völlig unabhängig von der Menge anMia40 sind.
III - 1.3.2 Auch endogenes Ccs1 interagiert vor allem über seinen Cystein-Rest
C64 mit Mia40Auch endogenes Ccs1 kann in Mitochondrien ein Intermediat mit Mia40 bilden (Redde-hase et al., 2009). Deshalb wurde untersucht, welche Cysteine bei dieser Interaktion vonendogenem Ccs1 mit Mia40 eine Rolle spielen. Dazu wurde ein Kopräzipitationsexperi-ment mit isolierten Mitochondrien durchgeführt. Die Mitochondrien wurden mit IAAinkubiert, lysiert und Mia40 mit Oktahistidyl-Anhang mittels Ni-NTA-Präzipitation iso-liert. WT-Ccs1 konnte zusammen mit Mia40 im Intermediat nachgewiesen werden (s.Abb. 12). Auch das Intermediat der Varianten C17/20S und C229/231S mit Mia40konnte in der Ladekontrolle (L) und dem Eluat (E) gefunden werden. Die VariantenC27/64S und C64S bildeten hingegen kein oder kaum Intermediat mit Mia40. DieVariante C27S bildete sehr viel Intermediat. Verglich man die Menge an Intermediat mitder Menge an Monomer, fiel der Unterschied der Variante C27S zum WT und den beidenVarianten C17/20S und C229/231S besonders auf. In dieser Variante lag das CysteinC64 vermutlich reduziert und damit für Mia40 zugänglich vor, während in allen anderenVarianten das Cystein C64 nach dem Import von Ccs1 in den IMR oxidiert als Disulfidvorlag (vgl. III - 1.4).Auch in isolierten Mitochondrien zeigt sich, dass endogenes Ccs1 ohne das Cystein C64nicht oder kaum fähig ist, mit endogenem Mia40 zu interagieren. Die Ergebnisse weisendarauf hin, dass Mia40 mit Ccs1 über eine intermolekulare Disulfidbrücke mit dem Cys-tein C64 interagiert und das Intermediat formt. Ohne dieses Cystein kommt dieses Inter-mediat kaum zu Stande. Im Wildtyp könnte die intermolekulare Disulfidbrücke zwi-schen Ccs1 und Mia40 durch die Bildung einer intramolekulare Disulfidbrücke zwischenzwei Cysteinen von Ccs1 gelöst werden, wie es auch für andere Substrate von Mia40
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postuliert ist (Mesecke et al., 2005). Dass mit der Ccs1-Variante C27S mehr Intermediatzu sehen ist, ist ein Hinweis darauf, dass in dieser Variante das zweite Cystein fehlt, dasdie intramolekulare Disulfidbrücke in Ccs1 bildet. Die intermolekulare Brücke kann alsonicht aufgelöst werden und es ist mehr Intermediat zu sehen. Um die Existenz einerDisulfidbrücke zwischen den Cysteinen C27 und C64 nachzuweisen, wurde der Redox-zustand von Ccs1 untersucht (s. III - 1.4).
Abb. 12: Die Ccs1-Varianten C27/64S und C64S interagieren in Mitochondriennicht oder kaum mit Mia40.Isolierte Mitochondrien wurden mit 70 mM IAA 10 min bei 25 °C inkubiert. DieMitochondrien wurden lysiert und Mia40 mit Oktahistidyl-Anhang mittels Ni-NTA-Präzipitation isoliert. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immuno-dekoration mit Antikörpern gegen Ccs1. Die Bande über dem markiertenCcs1-Monomer entspricht Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. Die restlichen, nicht mar-kierten Banden zeigen Kreuzreaktionen des Antikörpers. L: 10 % des einge-setzten Materials dienten als Ladekontrolle. E: Eluat, gebundenes Material.Ccs1•Mia40His: Intermediat zwischen Ccs1 und Mia40 mit Oktahistidyl-Anhang.
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III - 1.3.3 Die rekombinante Domäne I von Ccs1 interagiert mit Mia40Um die Interaktion zwischen Ccs1 und Mia40 über das Cystein C64 von Ccs1 in vitro zubestätigen, wurde ein Interaktionsexperiment mit rekombinantem Mia40 und rekombi-nanten Ccs1 aus E. coli durchgeführt. Um das System einfach zu halten, wurde nur dieDomäne I von Ccs1 (Ccs1-dI) exprimiert und untersucht. Ebenso wurde nur der funktio-nelle Teil von Mia40 (Mia40C) verwendet (Grumbt et al., 2007). Die über einen GST-Anhang gereinigte, gefaltete Domäne I von Ccs1 wurde mit DTT reduziert und anschlie-ßend mit gefaltetem Mia40C inkubiert. Der Ansatz wurde gewaschen, dann über eineSDS-PAGE analysiert und mittels Immunodekoration mit Antikörpern gegen Mia40 aufkoisoliertes Mia40C untersucht. WT-Ccs1 interagierte mit Mia40C und formte ein Inter-mediat (s. Abb. 13). Dies konnte auch für die Variante C17/20S beobachtet werden. DieVariante C27/64S jedoch interagierte kaum mit Mia40C. Dasselbe traf für die VarianteC64S zu. Hingegen interagierte die Variante C27S besonders stark mit Mia40C und bil-dete mehr Intermediat als der WT, wie es auch schon für das endogene Ccs1 beobachtetwurde (vgl. III - 1.3.2).
Abb. 13: Die rekombinante Domäne I der Ccs1-Varianten C27/64S undC64S interagiert nicht mit rekombinantem Mia40C.Rekombinantes Ccs1 wurde mit GST-Anhang aus E. coli isoliert. Das Lysatwurde an GSH-Kügelchen gebunden, 1 h bei 4 °C mit 5 mM DTT reduziertund mit 220 µM Mia40C 10 min bei 25 °C inkubiert. Der Ansatz wurde mit 50 mM IAA behandelt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immuno-dekoration mit Antikörpern gegen Mia40. GST-Ccs1-dI: rekombinanteDomäne I (AS 1 – 74) von Ccs1 fusioniert an GST. GST-Ccs1-dI•Mia40c:Intermediat zwischen rekombinanter Domäne I von Ccs1 fusioniert anGST und Mia40C.
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Die mit den rekombinanten Proteinen erzielten Ergebnisse stimmen mit den in Mito-chondrien gewonnenen Ergebnissen überein. Es konnte bestätigt werden, dass Mia40mit Ccs1 über sein Cystein C64 interagiert und dass das Cystein C27 offenbar nötig ist,um die intermolekulare Disulfidbrücke wieder zu lösen.
III - 1.4 Der Redoxzustand der Ccs1-Varianten
III - 1.4.1 Ccs1 weist in Mitochondrien eine stabile Disulfidbrücke aufDie klassischen Substrate des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems tragen Disulfidbrü-cken. WT-Ccs1 trägt insgesamt 7 Cysteine. Um zu testen, ob und zwischen welchen Cys-teinen Ccs1 Disulfidbrücken trägt, wurden AMS Experimente durchgeführt. AMS lagertsich an freie Thiole an und fügt so dem Protein 500 Da hinzu. Die so erzeugte Änderungder Laufgeschwindigkeit in einer SDS-PAGE erlaubt es, auf die Anzahl der freien Thioleim Protein und im Umkehrschluss auf vorhandene Disulfidbrücken zu schließen. Iso-lierte Mitochondrien wurden in SH-Puffer mit oder ohne Zugabe von DTT bei 25 oder95 °C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz mit AMS versehen. Die dadurch erzeug-ten Veränderungen in der Laufgeschwindigkeit wurden mittels SDS-PAGE und Immuno-dekoration gegen Ccs1 analysiert. WT-Ccs1 zeigte bei Inkubation von isolierten Mito-chondrien mit AMS mehrere langsamere Spezies in der Gelelektrophorese (s. Abb. 14,Abschnitt links oben, Spur 2). Dies ließ darauf schließen, dass mehrere freie Thiole indiesem Protein vorhanden waren. Nach Inkubation mit DTT bei 25 °C war nur noch eineBande zu sehen (Spur 3). Dies wies darauf hin, dass es in dem Protein Disulfidbrückengab, die durch die milden reduzierenden Bedingungen geöffnet wurden. Wenn mit DTTbei 95 °C inkubiert wurde (Spur 4), wurde das Protein vollkommen reduziert und unter-lag einer weiteren Verlangsamung der Laufgeschwindigkeit.Dies zeigt, dass eine Disulfidbrücke in Ccs1 vorhanden ist, die gegen DTT bei 25 °C stabilist und nur durch harsche Reduktionsbedingungen geöffnet wird.Um die Frage zu klären, zwischen welchen Cysteinen diese stabile Disulfidbrückebesteht, wurden die Ccs1-Cystein-Varianten untersucht. Die beiden Varianten C17/20Sund C229/231S zeigten ein dem WT sehr ähnliches Verhalten (s. Abb. 14, untereAbschnitte). Nur die Variante C27/64S unterschied sich in ihrem Verhalten. Wenn DTT
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hinzugefügt wurde, zeigte die Variante schon bei 25 °C ihre langsamste Laufform. Nacheiner Inkubation bei 95 °C erfolgte keine zusätzliche Verlangsamung der Laufgeschwin-digkeit (s. Abb. 14, Abschnitt rechts oben, Spuren 3 und 4). Alle Disulfidbrücken wurdenin dieser Variante offensichtlich bereits durch milde reduzierende Bedingungen geöff-net. Die stabile Disulfidbrücke des WTs ist in dieser Variante nicht vorhanden.Daraus ergibt sich, dass die Cysteine C27 und C64 von Ccs1 eine stabile Disulfidbrückebilden.
Abb. 14: Ccs1 enthält eine stabile Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen C27 und C64.Isolierte Mitochondrien aus Zellen, in denen die Expression von Mia40 hochreguliert war, wurden in SH-Puffer mit oder ohne 15 mM DTT bei 25 oder 95 °C 10 min inkubiert. Nach TCA-Fällung wurde dasProteinpellet in SDS-Puffer resuspendiert und mit oder ohne AMS (10 mM) 60 min bei 37 °C im Dunkelninkubiert. Die Probe wurde daraufhin mit 50 mM IAA versehen und mit Laemmli-Puffer versetzt. Die Ana-lyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen Ccs1. Teilweise sichtbare,höhere Banden entsprechen Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. red.: reduziert, teilw. red.: teilweise reduziert
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III - 1.4.2 Die stabile Disulfidbrücke ist auch in den Ccs1-Fusionsproteinen
vorhandenUm zu testen, ob die Bildung der stabilen Disulfidbrücke direkt vom Mia40-getriebenenImport abhängt, wurden zwei Varianten der Ccs1-Fusionsproteine untersucht, derenImport durch ihre Cytochrom b2-Präsequenz vom Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systemunabhängig ist (vgl. III - 1.1.4). Außerdem sollte ausgeschlossen werden, dass die Mengeder jeweiligen Ccs1 Variante einen Einfluss auf ihre Oxidation hat, da die Menge derCcs1-Fusionsproteine sich in Mitochondrien zwischen den Varianten nicht unterschei-det. Die beiden Varianten der Ccs1-Fusionsproteine (Cytb2-WT und Cytb2-C27/64S)wurden in einem AMS-Experiment untersucht, wie es oben unter III - 1.4.1 beschriebenwurde. Jedoch wurden keine isolierten Mitochondrien verwendet, sondern ganze Zellen,da sämtliches Ccs1 der Fusionsproteine in Mitochondrien vorlag. Die Zellen wurden ineiner O2-freien Glovebox geöffnet und das Experiment darin durchgeführt, um eine arti-fizielle Oxidation der Cysteine des Proteins in den Mitochondrien durch Luftsauerstoffauszuschließen. Das Ccs1-Fusionsprotein Cytb2-WT verhielt sich ähnlich dem Ccs1-WTohne Cytochrom b2-Präsequenz (vgl. III - 1.4.1, Abb. 14). Auch in diesem Experimentunter Ausschluss des Luftsauerstoffs konnte im WT-Protein eine stabile Disulfidbrückenachgewiesen werden, die nur durch Inkubation mit DTT bei 95 °C zu öffnen war (s.Abb. 15). Die Ccs1-Variante Cytb2-C27/64S zeigte diese Brücke wie erwartet nicht.Interessanterweise baut Mia40 die stabile Disulfidbrücke also auch in Ccs1 ein, das übereinen alternativen Importweg unabhängig von Mia40 in den IMR von Mitochondrienimportiert wurde. Dies könnte eventuell für die Faltung des Proteins von Bedeutungsein. Der Ausschluss von Luftsauerstoff sorgte dafür, dass schon ohne DTT nach Behand-lung mit AMS größtenteils nur die oberste der teilweise reduzierten Banden zu sehenwar. Dies spricht dafür, dass die nicht-stabilen Disulfidbrücken, die in Abb. 14 in denSpuren 2 zu sehen waren, während der Präparation gebildet werden könnten und invivo womöglich nicht vorhanden sind.
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III - 1.4.3 In zytosolischem Ccs1 findet sich keine stabile DisulfidbrückeDa Mia40 nur in Mitochondrien vorkommt (Chacinska et al., 2004), Ccs1 aber auch imZytosol (Culotta et al., 1997; Sturtz et al., 2001), kommt die Frage auf, ob zytosolischesCcs1 auch die stabile Disulfidbrücke trägt, die in Mitochondrien beobachtet wurde. Umdiese Frage zu beantworten, wurde ein AMS-Experiment mit Zytosol durchgeführt. Zyto-solisches WT-Ccs1 zeigte schon ohne Zugabe von DTT mit AMS fast nur die langsamsteLaufform, die einem vollständig reduziertem Protein entsprach (s. Abb. 16). Dies wiesdarauf hin, dass Ccs1 im Zytosol zu einem sehr großen Teil reduziert vorlag und mögli-cherweise nur eine sehr kleine Menge teilweise oxidiert war. Auch nach Zugabe von DTTänderte sich das Laufverhalten des Ccs1-WT nicht. Die Ccs1-Variante C27/64S besitzt 2Cysteine weniger. Dadurch konnten sich in diesem Experiment 2 AMS weniger an diesesProtein lagern und die Laufgeschwindigkeit war schneller als beim Ccs1-WT. Ansonstenverhielt sich die Ccs1-Variante C27/64S aber wie der WT und zeigte ebenfalls keineDisulfidbrücke.Im WT-Ccs1 im Zytosol ist die stabile Disulfidbrücke nicht nachzuweisen, die das Proteinin Mitochondrien trägt. Ccs1 scheint im Zytosol zu einem großen Teil vollständig redu-ziert vorzuliegen. Das legt den Schluss nahe, dass Mia40 nötig ist, um die stabile Disulfid-
Abb. 15: Die Bildung der stabilen Disulfidbrücke in Ccs1 durch Mia40 ist nicht auf einen Mia40-vermittel-ten Import angewiesen.Ganze Hefezellen wurden in einer O2-freien Glovebox mit Glaskügelchen geöffnet und das Lysat mit oderohne 50 mM DTT bei 25 oder 95 °C 10 min inkubiert. Nach TCA-Fällung wurde das Proteinpellet in SDS-Puffer resuspendiert und mit oder ohne AMS (10 mM) 60 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Die Probewurde daraufhin mit 50 mM IAA versehen und mit Laemmli-Puffer versetzt. Die Analyse erfolgte durchSDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen Ccs1. Cytb2: Proteine wurden mit einer N-term.Cytochrom b2-Präsequenz (AS 1-88) exprimiert. red.: reduziert, teilw. red.: teilweise reduziert
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brücke zwischen den Cysteinen C27 und C64 in Ccs1 einzubauen, was folglich nur inMitochondrien geschehen kann.
III - 1.5 Der Einfluss der Ccs1 Varianten auf den Redoxzustand von Sod1 in
MitochondrienOffensichtlich wird in Ccs1 während seines Imports eine Disulfidbrücke gebildet. Auchfunktionelles Sod1 liegt in Mitochondrien oxidiert vor (Roe et al., 1988; Leitch et al.,2009). Ccs1 vermittelt den Einbau einer Disulfidbrücke in Sod1 (Furukawa et al., 2004).Die Frage stellt sich, welche Cysteine von Ccs1 möglicherweise eine Funktion in der Oxi-dation von Sod1 haben und ob eventuell die gebildete Disulfidbrücke zwischen den Cys-teinresten C27 und C64 darin involviert ist. Um zu testen, ob fehlende Cysteine von Ccs1auf den Redoxzustand von Sod1 Einfluss haben, wurde ein SDS-Gel mit Mitochondriender verschiedenen Varianten von Ccs1 beladen. Reduziertes Sod1 erkennt man an einemlangsameren Laufverhalten in einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE (Jonsson et al.,2006). Die reduzierte Form von Sod1 konnte nur in der Ccs1-Variante C229/231S beob-
Abb. 16: Zytosolisches Ccs1 trägt keine Disulfidbrücken.Ganze Hefezellen wurden in einer O2-freien Glovebox mittels eines Glashomogenisa-tors mit einem Pistill geöffnet. Ungeöffnete Zellen und Organellen wurden durch Zent-rifugation abgetrennt und das Lysat mit oder ohne 15 mM DTT bei 25 oder 95 °C10 min inkubiert. Nach TCA-Fällung wurde das Proteinpellet in SDS-Puffer resuspen-diert und mit oder ohne AMS (10 mM) 60 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. DieProbe wurde daraufhin mit 50 mM IAA versehen und mit Laemmli-Puffer versetzt.Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegenCcs1. Teilweise sichtbare, höhere Banden entsprechen Ccs1 mit 2 HA-Anhängen. red.:reduziert.
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achtet werden (s. Abb. 17). In allen anderen Varianten zeigte Sod1 dasselbe Laufverhal-ten wie im Wildtyp und lag oxidiert vor. Auch wenn in den Mitochondrien aus Zellen mitder Ccs1-Cytb2-Fusionsprotein-Variante C229/231S mehr Ccs1 vorhanden war (s. Abb.17, +Cytb2), konnte der oxidierte Redoxzustand von Sod1, der in den anderen Variantensichtbar war, nicht hergestellt werden. Im Gegenteil dazu war Sod1 in der Ccs1-Fusions-protein-Variante C27/64S vollständig oxidiert. Dies war auch der Fall, wenn in derCcs1-Variante C27/64S ohne Cytochrom b2-Präsequenz weniger Ccs1 als im WT vorhan-den war (- Cytb2).Das Fehlen der Cysteine C27 und C64 hat also keinen direkten Einfluss auf die Fähigkeitvon Ccs1, Sod1 zu oxidieren. Die Funktionalität der Ccs1-Variante C27/64S wurde eben-falls durch Sod1-Aktivitätsassays von C. Burgard gezeigt (Groß et al., 2011). DiesesErgebnis weist darauf hin, dass die stabile Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen C27und C64 struktureller und nicht funktioneller Natur ist und damit keinen direkten Ein-fluss auf die Funktion von Ccs1 hat. Dies bestätigt die Ergebnisse, nach denen dieDomäne III von Ccs1, die die Cysteine C229 und C231 enthält, unentbehrlich für Aktivie-rung von Sod1 ist (Schmidt et al., 1999). Der Import von Ccs1 durch das Disulfid-Relay-System in den IMR und damit die Verfügbarkeit von Ccs1 in Mitochondrien hängt jedochdurchaus von den Cysteinen C27 und C64 ab.
Abb. 17: Redoxzustand von Sod1 in den Ccs1 Varianten.Isolierte Mitochondrien wurden mit Laemmli-Puffer ohne β-ME versetzt. DieAnalyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörperngegen die angegebenen Proteine. Tim44 diente als Ladekontrolle. Bei denCcs1-Varianten (- Cytb2) teilweise sichtbare, höhere Banden entsprechen Ccs1mit 2 HA-Anhängen. + Cytb2: Ccs1-Fusionsprotein-Varianten wurden mit einerN-term. Cytochrom b2-Präsequenz (AS 1-88) exprimiert.
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III - 1.6 Die Sensitivität des Ccs1 und der Ccs1-Variante C27/64S gegenüber
Trypsin
III - 1.6.1 Die mitochondriale Ccs1-Variante C27/64S ist empfindlicher gegen-
über dem Verdau mit Trypsin als WT-Ccs1Um die Funktion der stabilen Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen C27 und C64 näherzu bestimmen, wurde untersucht, in wieweit Ccs1 gegenüber einem Verdau mit Trypsinempfindlich ist. Isolierte Mitochondrien aus Zellen mit WT-Ccs1 und mit der Ccs1-Vari-ante C27/64S wurden mit Triton X-100 lysiert, das Lysat mit Trypsin behandelt unddann mittels einer SDS-PAGE analysiert. WT-Ccs1 zeigte nach Inkubation mit Trypsinein stabiles Fragment (s. Abb. 18). Dieses nur unwesentlich kürzere Fragment f1 dürftedie Domäne I und II von Ccs1 umfassen. Anders verhielt sich die Ccs1-Variante C27/64S.Dieses Protein wurde zu einem großen Teil verdaut. Übrig blieb nur das etwa 16 kDagroße Fragment f2, das der Domäne II entsprechen könnte (Schmidt et al., 1999).Da in der Variante C27/64S die Disulfidbrücke in der Domäne I fehlt, kann dieseDomäne möglicherweise nicht stabil falten und könnte dadurch sensitiv gegenübereinem Verdau mit Trypsin sein. Die Disulfidbrücke in Ccs1 zwischen den Cysteinen C27und C64 sorgt im WT-Protein für eine stabile Faltung und verleiht so der Domäne Ieventuell eine Resistenz gegen den Verdau mit Trypsin.
Abb. 18: Die Ccs1-Variante C27/64S istnicht resistent gegen Verdau mit Trypsin.60 µg Mitochondrien in SH-Puffer wurdenmit 0,5 % Triton X-100 lysiert. Der Ansatzwurde 20 min auf Eis mit 200 µg/ml Tryp-sin verdaut und der Verdau dann mit 4 mg/ml STI gestoppt. Die Probe wurde mitLaemmli-Puffer versetzt. Die Analyseerfolgte durch SDS-PAGE und Immunode-koration mit Antikörpern gegen die angege-benen Proteine. Tim44 diente als Kontrolleder Lyse der Mitochondrien und des Ver-daus. vollst.: Ccs1 mit voller Länge. f1, f2:Fragment 1 und Fragment 2.
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III - 1.6.2 Die Ccs1-Fusionsprotein-Variante C27/64S ist auch sensitiv gegen-
über TrypsinverdauUm zu testen, ob die beobachtete Stabilität von Ccs1 auch für das Protein zutrifft, wennes nicht über das Disulfid-Relay-System importiert wurde, wurden die Ccs1-Fusionspro-teine von WT-Ccs1 und der Ccs1-Variante C27/64S untersucht. Wie oben beschriebenwurden auch hier isolierte Mitochondrien aus Zellen mit Ccs1-Fusionsproteinen desCytb2-WTs und der Variante Cytb2-C27/64S mit Triton X-100 lysiert, das Lysat mitTrypsin behandelt und dann mittels einer SDS-PAGE analysiert. Der Ccs1-Cytb2-WT bil-dete nach Inkubation mit Trypsin ein stabiles Fragment, das nur wenig kürzer wie dasVolllängenprotein war (s. Abb. 19). Die Ccs1-Variante Cytb2-C27/64S hingegen wurdevon Trypsin zu einem großen Teil abgebaut, wie es auch für die Ccs1-Variante C27/64Sohne Präsequenz beobachtet worden war.Dies zeigt, dass die Ccs1-Fusionsproteine sich zwar in ihrem Importweg von der Versionohne Präsequenz unterscheiden, aber sowohl über denselben Redoxzustand (s. III -1.4.2), als auch über die gleiche Stabilität verfügen. Dies lässt vermuten, dass Mia40auch bei diesen Konstrukten nach ihrem Import für die Oxidation und Faltung des Prote-ins sorgt.
III. Ergebnisse
69
III - 1.7 Lokalisierung einer Cystein-freien Ccs1-VarianteAuch in den Ccs1-Varianten C64S und C27/64S findet sich immer noch Ccs1 in den Mito-chondrien. Wenn der Import von Ccs1 in Mitochondrien allein von der Interaktion zwi-schen Mia40 und dem C64 des Ccs1 abhinge, dürfte man in dieser Variante kein Ccs1mehr in den Mitochondrien detektieren können. Möglicherweise können bei Fehlen desCysteins C64 andere Cysteine dessen Aufgabe zu einem kleinen Teil übernehmen. Um zuüberprüfen, ob ein Import in Mitochondrien auch für ein Ccs1 ohne Cysteine möglich ist,wurde eine Variante erzeugt, in der alle sieben Cysteine durch Serine ausgetauscht wur-den. 
III - 1.7.1 Die Expression der Cystein-freien Ccs1-Variante ist in Zellen erhöhtZuerst wurde das Expressionslevel der Cystein-freien Ccs1-Variante in ganzen Zellenbestimmt und mit WT-Ccs1 verglichen, um später Rückschlüsse auf die Proteinmengen
Abb. 19: Die Ccs1-Fusionsprotein-Variante C27/64S ist ebenfalls nicht resis-tent gegen Verdau mit Trypsin.100 µg Mitochondrien in SH-Puffer wurden mit 0,5 % Triton X-100 lysiert.Verdau erfolgte 15 min auf Eis mit den angegebenen Trypsinkonzentratio-nen. Der Verdau wurde durch TCA-Fällung gestoppt. Die Analyse erfolgtedurch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen die angege-benen Proteine. Tim44 diente als Kontrolle der Lyse der Mitochondrien unddes Verdaus. Cytb2: Ccs1-Varianten wurden mit einer N-term.Cytochrom b2-Präsequenz (AS 1-88) exprimiert. vollst.: vollständiges Prote-in. fr.: Fragment.
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der Variante in Mitochondrien im Verhältnis zu den Mengen in ganzen Zellen ziehen zukönnen. In der Variante ohne Cysteine (C17/20/27/64/159/229/231S) wurde einestarke Zunahme der Proteinmenge sowohl in Zellen des Wildtypstamms als auch in Zel-len des Stamms mit hochregulierten Mengen an Mia40 beobachtet (s. Abb. 20). DieExpression des mitochondrialen Proteins Hep1 war nicht verändert.Die Hochregulation der Mengen der Cystein-freien Ccs1-Variante entspricht der beob-achteten Hochregulation der Mengen der nicht-funktionellen Varianten C229S, C231Sund C229/231S (s. III - 1.1.1). Wenn man die Proteinmengen in Mitochondrien betrach-tet, muss also bedacht werden, dass in Zellen mit der Cystein-freien Ccs1-Variante insge-samt mehr Ccs1 exprimiert wird.
III - 1.7.2 Die Menge der Cystein-freien Ccs1-Variante in Mitochondrien ist
unabhängig von der Menge an Mia40Die Proteinmengen der Cystein-freien Ccs1-Variante in isolierten Mitochondrien wur-den mit denen von WT-Ccs1 verglichen. In Mitochondrien mit der Cystein-freienCcs1-Variante war weit weniger Ccs1 vorhanden, als es bei Mitochondrien mit WT-Ccs1der Fall war (s. Abb. 21), obwohl die Proteinmenge der Cystein-freien Ccs1-Variante inden Zellen deutlich größer war (vgl. III - 1.7.1). Die Mengen von Tim13 und Tim44
Abb. 20: Ccs1 ohne Cysteine ist in Hefezellenhochreguliert.Von jeder Variante wurde eine Menge desZellextrakts aus Hefezellen aufgetragen, dieeiner Zellmenge von 0,5 OD600 entsprachen.Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE undImmunodekoration mit Antikörpern gegendie angegebenen Proteine. Es wurde die glei-che Expositionszeit gewählt. Dadurch sindVergleiche der absoluten Proteinmengen zwi-schen den Abschnitten möglich. Die obereBande der Ccs1-Varianten entsprach Ccs1 mit2 HA-Anhängen. Die untere Bande entsprachCcs1 ohne diesen Anhang nach endogenemAbbau. Das Matrixprotein Hep1 diente alsLadekontrolle. WT: Wildtypzellen, gleichzei-tig mit dem regulierbaren Stamm präpariert.Mia40↑: Zellen mit hochregulierten Mengenan Mia40.
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waren nicht beeinflusst und dienten als Ladekontrolle. In Mitochondrien, die aus Zellenisoliert wurden, in denen Mia40 hochreguliert war, änderte sich die Menge der Cystein-freien Ccs1-Variante nicht (s. Abb. 21, Mia40↑). Die Menge des WT-Ccs1 war wie erwar-tet in Mitochondrien mit mehr Mia40 erhöht.Dies zeigt, dass immer noch Ccs1 in Mitochondrien importiert wird, auch wenn alle Cys-teine fehlen und keine Oxidation des Proteins durch das Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems möglich ist. Allerdings sind die Proteinmengen dieser Variante nicht von denMengen an Mia40 abhängig. Auf welche Weise die geringe Menge an Cystein-freiem Ccs1in Mitochondrien importiert wird, bleibt zu klären.
Abb. 21: Cystein-freies Ccs1 findet sich in Mitochond-rien und seine Menge ist von Mia40 unabhängig.Es wurden 50 µg Mitochondrien pro Spur aufgetra-gen. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immu-nodekoration mit Antikörpern gegen die angegebe-nen Proteine. Es wurde die gleiche Expositionszeitgewählt. Dadurch sind Vergleiche der absoluten Pro-teinmengen zwischen den Abschnitten möglich. Dienur sehr schwach sichtbare obere Bande derCcs1-Varianten entsprach Ccs1 mit 2 HA-Anhängen.Die untere Bande entsprach Ccs1 ohne diesen Anhangnach endogenem Abbau. Tim13 und Tim44 dientenals Ladekontrolle. WT: Mitochondrien aus Wildtyp-zellen, gleichzeitig mit dem regulierbaren Stamm prä-pariert. Mia40↑: Mitochondrien mit hochreguliertenMengen an Mia40.
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III - 2 Pet191 – ein Substrat des Disulfid-Relay-SystemsDer Cytochrom-c-Oxidase-Assemblierungsfaktor Pet191 gehört zu der Klasse der IMR-Proteine mit Zwillings-CX9C-Motiv. Proteine mit diesem Motiv werden als Substrate desDisulfid-Relay-Systems beschrieben. In vielen Fällen ist experimentell bestätigt worden,dass das Disulfid-Relay-System aus Mia40 und Erv1 den Import von Proteinen dieserKlasse in den IMR vermittelt und Disulfidbrücken in diese Proteine einbaut. Erstaunli-cherweise wurde berichtet, dass die Depletion von funktionellem Erv1 den Import vonPet191 in Mitochondrien nicht beeinträchtigt (Khalimonchuk et al., 2008). Deshalbwurde in dieser Arbeit untersucht, wie Pet191 in Mitochondrien importiert wird und obMia40 und Erv1 bei diesem Schritt oder in einem anderen Schritt der Biogenese vonPet191 eine Rolle spielen.
III - 2.1 Abhängigkeit der Mengen an Pet191 in Mitochondrien von Mia40 und
Erv1Substrate des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems nahmen in ihren mitochondrialenProteinmengen ab, wenn die Menge an Mia40 oder Erv1 herunterreguliert wurde (Me-secke et al., 2005; Terziyska et al., 2007; Reddehase et al., 2009). Deshalb wurde getes-tet, ob die Mengen an Pet191 in Mitochondrien von der mitochondrialen Menge anMia40 und Erv1 abhängig sind.
III - 2.1.1 In Mitochondrien mit verringerten Mengen an Mia40 liegt weniger
Pet191 vorEs wurden Mitochondrien untersucht, die aus Zellen isoliert wurden, in denen dieExpression von Mia40 herunterreguliert wurde. Die Mengen verschiedener Proteine indiesen Mitochondrien wurden mittels SDS-PAGE und Immunodekoration mit denen inMitochondrien aus WT-Zellen verglichen. Die Menge an Pet191 war in Mitochondrien, indenen Mia40 nicht mehr detektiert wurde, drastisch verringert (s. Abb. 22 A). Damitverhielt sich Pet191 wie die Mia40-Substrate Tim13 und Erv1, die beide ebenfalls inihren Mengen verringert waren (Mesecke et al., 2005, Terziyska et al., 2007). Im Falle
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von Tim44 und Tom70 hingegen, die beide einem jeweils anderen Importweg folgen,der unabhängig vom Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System ist, änderten sich die Mengennicht (Bömer et al., 1997a; Neupert und Herrmann, 2007). Neben Pet191 waren also nurbekannte Substrate des Disulfid-Relay-Systems durch die geringeren Mengen an Mia40betroffen.
In den Mitochondrien, die aus Zellen stammten, in denen die Expression von Mia40 für20 h herunterreguliert worden war, waren die Mia40-Substrate beinahe vollständigdepletiert. Um auszuschließen, dass sich dadurch sekundäre Effekte ergaben, die für dieAbnahme der Menge an Pet191 verantwortlich waren, wurden Mitochondrien aus Zellenuntersucht, in denen die Expression von Mia40 nur für 12 h runterreguliert wurde. Indiesen Mitochondrien mit weniger Mia40 (Mia40↓ 12 h) war Pet191 zu detektieren,jedoch war bereits eine Abnahme der Menge zu beobachten (s. Abb. 22 B), die mindes-tens genauso stark ausfiel wie bei Tim13 und Erv1, Substrate des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems (Mesecke et al., 2005; Terziyska et al., 2007).
Abb. 22: Abhängigkeit der mitochondrialen Mengen an Pet191 von Mia40.WT: Mitochondrien aus WT-Zellen, gleichzeitig mit dem regulierbaren Stammpräpariert. Mia40↓: Mitochondrien aus Zellen mit runterregulierter Expressionvon Mia40; Zellen wuchsen 20 h (A) oder 12 h (B) in Medium mit Glukose. Eswurden 25 und 50 µg (A) oder 50 und 100 µg (B) Mitochondrien aufgetragen. DieAnalyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegendie angegebenen Proteine.
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Die Proteinmengen von Pet191 in Mitochondrien hängen also direkt von der Menge anMia40 ab. Damit verhält sich das Protein wie ein Mia40-Substrat.
III - 2.1.2 In Mitochondrien mit verringerten Mengen an Erv1 liegt weniger
Pet191 vorUm die Abhängigkeit der mitochondrialen Mengen an Pet191 von Erv1 zu testen, wur-den die Proteinmengen in Mitochondrien untersucht, die aus Zellen stammten, in denendie Expression von Erv1 herunterreguliert wurde, und mit denen aus Mitochondrien ausWT-Zellen verglichen. Ebenso wie in Mitochondrien mit reduzierten Mengen an Mia40(III - 2.1.1, vgl. Abb. 22) waren die Mengen an Pet191 in den Mitochondrien mit redu-zierten Mengen an Erv1 verringert (s. Abb. 23). Die Mengen an Tim13, einem Substratdes Disulfid-Relay-Systems, waren wie erwartet ebenfalls verringert (Mesecke et al.,2005). Die Menge an Mia40 hingegen war stabil, wodurch die beobachteten Effekte nichtdurch das Fehlen von Mia40 bedingt waren, sondern vermutlich durch die mangelndeOxidation dieses Proteins durch Erv1 und damit durch die mangelnde Funktion desDisulfid-Relay-Systems. Die stabilen Mengen an Tim44 und Tom70 zeigten, dass Pro-teine anderer Importwege nicht betroffen waren.
Abb. 23: Abhängigkeit der mitochondrialen Mengen anPet191 von Erv1.WT: Mitochondrien aus WT-Zellen, gleichzeitig mit demregulierbaren Stamm präpariert. Erv1↓: Mitochondrienaus Zellen mit runterregulierter Expression von Erv1;Zellen wuchsen 48 h in Medium mit Glukose. Es wurden25 und 50 µg Mitochondrien aufgetragen. Die Analyseerfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mitAntikörpern gegen die angegebenen Proteine.
III. Ergebnisse
75
Die mitochondriale Menge an Pet191 hängt also auch von der Menge an Erv1 in Mito-chondrien ab, wie es bei bekannten Substraten des Disulfid-Relay-Systems beobachtetwurde (Mesecke et al., 2005).Zusammenfassend ergab die Analyse der mitochondrialen Mengen an Pet191, dass diesein hohem Maße sowohl von den Mengen an Mia40, als auch an Erv1 in Mitochondrienabhängen. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Pet191 das Mia40-Erv1-Disul-fid-Relay-Systems für seine Biogenese in Mitochondrien benötigt.
III - 2.2 Der Import von Pet191 in MitochondrienDie Bedeutung von Mia40 und Erv1 für die Biogenese von Pet191 in Mitochondrienkönnte sowohl mit der Faltung des Proteins im IMR und damit seiner Stabilität, aberauch mit dem Import in Mitochondrien zusammenhängen. Deshalb wurden in vitroImport-Experimente durchgeführt, um den Import von Pet191 zu charakterisieren undzu überprüfen, ob sich dieses Protein unter diesem Aspekt ebenfalls wie andere Subst-rate des Disulfid-Relay-Systems verhält und sein Import von Mia40 und Erv1 abhängigist.
III - 2.2.1 Die Zugabe von ATP und NADH hat keinen Einfluss auf den in vitro
Import von Pet191Der Import von Mia40-Substraten in den IMR benötigt kein ATP oder NADH (Lutz et al.,2003). Für den in vitro Import von radioaktiv markiertem Pet191 wurde getestet, obeine Zugabe von ATP und NADH zu der Reaktion den Import stimuliert. Pet191 wurde invitro in Anwesenheit von radioaktiv markiertem Methionin und Cystein translatiert. Dasmarkierte Protein wurde mit isolierten Mitochondrien inkubiert. NichtimportiertesMaterial wurde mit PK abverdaut. 1 bis 2 % des eingesetzten Materials war vor dem Ver-dau geschützt und befand sich deshalb in den Mitochondrien (s. Abb. 24, Spur mit PK).Zur Kontrolle, ob das radioaktiv markierte Protein wie erwartet im IMR vorlag, wurdendie Mitochondrien durch Inkubation in hypotoner Lösung geschwollen und damit dieAußenmembran zerrissen. Dadurch wurden die IMR-Proteine für PK zugänglich. DieSpuren mit dem Schwellen (s. Abb. 24, SW) beinhalteten weit weniger radioaktives Sig-
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nal. Das radioaktiv markierte Pet191 war also wie erwartet im IMR lokalisiert. Im Ver-gleich mit einem Import ohne Zugabe von ATP und NADH (-ATP/NADH) wurde nichtweniger Pet191 in den IMR importiert als mit Zugabe (+ATP/NADH).Der Import von Pet191 in den IMR von Mitochondrien wird folglich von größeren Men-gen an ATP oder NADH nicht verbessert, wie es auch für Substrate des Mia40-Erv1-Di-sulfid-Relay-Systems bekannt ist (Lutz et al., 2003).
III - 2.2.2 Bei steigender DTT-Konzentration nimmt der in vitro Import von
Pet191 abDie Zugabe des Reduktionsmittels DTT zur Importreaktion kann den Mia40-abhängigenImport von Substraten in den IMR behindern (Mesecke et al, 2005). Um zu testen, obauch der Import von Pet191 in Mitochondrien von DTT abhängig ist, wurde DTT zueiner Importreaktion titriert. Die Menge an radioaktiv markiertem, importiertem Pet191wurde mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert und mittels Quantifizierung
Abb. 24: Der Import von Pet191 ist nicht abhängig von exogenerZugabe von ATP und NADH.3 % (v/v) radioaktiv markiertes Pet191 wurden mit 50 µg iso-lierten Mitochondrien für 15 min bei 25 °C in 100 µl Importpuf-fer inkubiert. Die Importansätze wurden entweder in SH-Pufferverdünnt oder in 20 mM Hepes geschwollen (SW) und der IMRdadurch zugänglich gemacht. Wenn angegeben (PK) wurdeunimportiertes Material durch Zugabe von 100 µg/ml PK auf Eis15 min lang verdaut und danach der Verdau mit 2 mM PMSFgestoppt. Die Mitochondrien/Mitoplasten wurden isoliert. DieAnalyse erfolgte durch SDS-PAGE und Autoradiographie desradioaktiv markierten, koisolierten Pet191. *: verkürztes Trans-lationsprodukt; +ATP/NADH: 2 mM ATP und 4 mM NADH wur-den der Importreaktion beigefügt; -ATP/NADH: keine Zugabevon ATP und NADH; 1% K: 1 % des eingesetzten, radioaktivmarkierten Pet191.
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ausgewertet. Bei steigender DTT-Konzentration nahm der Import des radioaktiv mar-kierten Proteins zuerst leicht zu (s. Abb. 25, 0,15 mM DTT) und fiel dann stark ab. Beieiner Konzentration von 10 mM DTT war kaum mehr importiertes Material nachzuwei-sen.Der Import von Pet191 in den IMR ist also redoxsensitiv, wie es auch für andere Subst-rate des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems beobachtet wurde (Mesecke et al., 2005).Beim Import von Pet191 scheinen also ebenfalls Oxidationsprozesse eine wichtige Rollezu spielen.Pet191 reagierte demzufolge auf die verschiedenen getesteten Importbedingungen wieein Substrat des Disulfid-Relay-Systems.
Abb. 25: Abhängigkeit des Pet191 Imports von der Konzentration an DTT.Der in vitro Import von radioaktiv markiertem Pet191 in isolierte Mitochondrien wurde unter Zugabe derangegebenen Konzentrationen an DTT ansonsten wie für Abb. 24 beschrieben durchgeführt. Die Mito-chondrien wurden nach dem Import mit 100 µg/ml PK 15 min auf Eis behandelt und der Verdau mit 1 mMPMSF gestoppt. Die Analyse erfolgte durch Tricin-SDS-PAGE, Autoradiographie des radioaktiv markierten,koisolierten Pet191 und Quantifizierung dieses Signals. 100 % entsprechen der Menge an importiertemPet191 ohne Zugabe von DTT (0 mM).
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III - 2.2.3 Der in vitro Import von Pet191 hängt von den mitochondrialen
Mengen an Mia40 abDa sich Pet191 in den durchgeführten in vitro Importversuchen wie ein Substrat desDisulfid-Relay-Systems verhielt, ergab sich die Vermutung, dass der Import von Pet191auch abhängig von diesem System ist. Um die Frage zu beantworten, ob Mia40 an demImport von Pet191 in Mitochondrien beteiligt ist, wurden Importreaktionen in verschie-dene, isolierte Mitochondrien durchgeführt, in denen im Vergleich zum WT wenigeroder mehr Mia40 vorhanden war. In Mitochondrien, in denen die Menge an Mia40 redu-ziert war (Mia40↓), wurde weniger radioaktiv markiertes Pet191 importiert als in dieentsprechenden Mitochondrien aus WT-Zellen (s. Abb. 26 A). In Mitochondrien, die übermehr Mia40 verfügten (Mia40↑), wurde radioaktiv markiertes Pet191 hingegen ver-mehrt in den IMR importiert (s. Abb. 26 B).Der in vitro Import von Pet191 in den IMR hängt also direkt von den Mengen an Mia40in den Mitochondrien ab. Dies zeigt, dass Mia40 beim Import von Pet191 in Mitochond-rien eine wesentliche Rolle spielt.
Abb. 26: Der Import von Pet191 hängt von der Menge an Mia40 ab.A) Mia40↓: Mitochondrien aus Zellen mit herunterregulierter Expression von Mia40;Zellen wuchsen 16 h in Medium mit Glukose. B) Mia40↑: Mitochondrien aus Zellenmit hochregulierter Expression von Mia40, gewachsen in Medium mit Galaktose. Aund B) WT: Mitochondrien aus WT-Zellen, gleichzeitig mit dem jeweiligen regulier-baren Stamm präpariert. Der in vitro Import von radioaktiv markiertem Pet191 inisolierte Mitochondrien wurde wie für Abb. 24 beschrieben durchgeführt. Die Mito-chondrien wurden nach dem Import mit 100 µg/ml PK 15 min auf Eis behandelt undder Verdau mit 2 mM PMSF gestoppt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE undAutoradiographie des radioaktiv markierten, koisolierten Pet191. 1% K: 1 % des ein-gesetzten, radioaktiv markierten Pet191, nicht PK behandelt.
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III - 2.2.4 Der in vitro Import von Pet191 benötigt funktionelles Erv1Als Nächstes sollte getestet werden, in wieweit der Import von Pet191 nicht nur von derMenge an Mia40, sondern auch von der Funktionalität des Disulfid-Relay-Systemsabhängt. Dazu wurden Mitochondrien verwendet, die aus Hefezellen isoliert wurden, dieeine temperatursensitive Mutante von Erv1 enthielten. Mitochondrien, die aus Zellenpräpariert wurden, die bei 24 °C wuchsen, enthielten funktionelles Erv1. Die aus bei37 °C gewachsenen Zellen präparierten Mitochondrien enthielten nicht-funktionellesErv1 (Lisowsky, 1992). Dadurch war das Disulfid-Relay-System in diesen Mitochondrienebenfalls nicht-funktionell. Es wurden Importreaktionen in beide Typen von Mitochond-rien (24 °C und 37 °C) für 2 und 15 min durchgeführt und verglichen. In die 24 °C-Mito-chondrien wurde radioaktiv markiertes Pet191 importiert (s. Abb. 27). In 37 °C-Mito-chondrien fand hingegen kein Import statt. Nach Schwellen der Mitochondrien in hypo-tonem Medium (SW) konnte kein radioaktives Signal mehr nachgewiesen werden, wasbelegte, dass sich das importierte Material im IMR befunden hatte.Dies zeigt, dass Pet191 nur dann erfolgreich in den IMR von Mitochondrien importiertwird, wenn Erv1 funktionell vorliegt und damit ein funktionelles Disulfid-Relay-Systemvorhanden ist.
Abb. 27: Pet191 benötigt funktionelles Erv1 für den Import.Es wurden Mitochondrien verwendet, die aus einem Hefestamm isoliert wurden, dereine temperatursensitive Mutante von Erv1 enthielt (Lisowsky, 1992). 24 °C: Mito-chondrien aus Zellen, die bei 24 °C kultiviert wurden und in denen funktionelles Erv1gebildet wurde; 37 °C: Mitochondrien aus Zellen, die bei 37 °C kultiviert wurden und indenen Erv1 nicht funktionell vorlag. Der in vitro Import von radioaktiv markiertemPet191 in isolierte Mitochondrien wurde wie für Abb. 24 beschrieben durchgeführt. DieMitochondrien bzw. Mitoplasten (SW) wurden nach dem Import mit 100 µg/ml PK15 min auf Eis behandelt und der Verdau mit 2 mM PMSF gestoppt. Die Analyse erfolgtedurch SDS-PAGE und Autoradiographie des radioaktiv markierten, koisolierten Pet191.1% K: 1 % des eingesetzten, radioaktiv markierten Pet191, nicht PK behandelt.
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Wenn man alle in vitro Importexperimente zusammenfassend betrachtet, kann gesagtwerden, dass sich Pet191 in diesen Experimenten wie ein Substrat des Disulfid-Relay-Systems verhielt. Pet191 benötigt für seinen Import in den IMR von Mitochondrien alsodas Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System.
III - 2.3 Der Redoxzustand von Pet191 in Mitochondrien
III - 2.3.1 Pet191 bildet stabile DisulfidbrückenWenn Pet191 ein Substrat des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems ist, wie es die bishe-rigen Experimente vermuten lassen, und sein Import redoxsensitiv ist, sollte es vonMia40 oxidativ gefaltet werden und deshalb in Mitochondrien Disulfidbrücken aufwei-sen. Durch AMS-Experimente mit isolierten WT-Mitochondrien wurde untersucht, obPet191 Disulfidbrücken trägt. Die Mitochondrien wurden mit oder ohne DTT bei 25 oder95 °C inkubiert. Danach wurden die Proben ohne oder mit AMS weiterinkubiert. DieModifikation der freien Thiole des Pet191 durch AMS und der damit verbundene Grö-ßenunterschied wurden mittels SDS-PAGE und Immunodekoration gegen Pet191 sicht-bar gemacht. Gegenüber den unbehandelten Mitochondrien (s. Abb. 28, Spur 1) führte das bloßeKochen bei 95 °C ohne die Zugabe von AMS zu keiner Änderung der Mobilität (Spur 2).Wurden die Mitochondrien jedoch mit DTT versetzt und bei 95 °C inkubiert, führte dieszu einer starken Verlangsamung der Laufgeschwindigkeit des Pet191 während der SDS-PAGE (Spur 5). Daraus kann geschlossen werden, dass freie Thiole von AMS modifiziertwurden. Das Protein lag nach dieser harschen Behandlung wahrscheinlich vollständigreduziert vor, so dass alle 7 Cysteinreste mit AMS modifiziert werden konnten. Wurdenhingegen die unbehandelten Mitochondrien mit AMS versetzt, ergab sich eine viel klei-nere Verlangsamung der Laufgeschwindigkeit (Spur 3). Dies zeigte, dass in diesen nati-ven Mitochondrien nicht alle Cysteine von Pet191 für AMS zugänglich waren und damitvermutlich oxidiert als Disulfidbrücken vorlagen. Aufgrund der Größe der Laufge-schwindigkeitsveränderung könnten 1 oder 3 AMS-Moleküle an die freien Thiole desProteins angelagert worden sein, was auf 3 oder 2 Disulfidbrücken in Pet191 schließenlässt. Wurden die Mitochondrien bei 25 °C mit DTT inkubiert und dann mit AMS ver-
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sehen (Spur 4), änderte sich das Laufverhalten von Pet191 nicht gegenüber dem Pet191aus den ohne DTT, aber mit AMS versehenen Mitochondrien (Spur 3). Die Disulfidbrü-cken in Pet191 sind folglich resistent gegen eine Behandlung mit 10 mM DTT bei 25 °Cund damit stabil. Eine Besonderheit war das Laufverhalten des reduzierten und modifi-zierten Pet191 nach Inkubation mit DTT bei 95 °C und Behandlung mit AMS (Spur 5). Eskann nicht erklärt werden, weshalb das Protein während der SDS-PAGE nicht als ein-zelne Bande lief, sondern sich das Signal des Proteins als breiter Streifen darstellte.Dieses Experiment zeigt klar, dass Pet191 stabile Disulfidbrücken trägt. Die Ergebnissekönnten darauf hinweisen, dass Pet191 3 Disulfidbrücken trägt; allerdings ist nichtgänzlich auszuschließen, dass es sich nur um 2 Disulfidbrücken handelt. Im Vergleichmit anderen Substraten des Disulfid-Relay-Systems liegt jedoch sehr nahe, dass sichzumindest die beiden Brücken zwischen den vier Cysteinen des Zwillings-CX9C-Motivsebenfalls in Pet191 finden.
 Abb. 28: Die stabilen Disulfidbrücken von Pet191.Isolierte Mitochondrien wurden mit oder ohne 10 mM DTT bei 25 oder95 °C 10 min inkubiert. Danach wurden sie mit oder ohne AMS (30 mM)60 min bei 25 °C inkubiert. Die Probe wurde daraufhin mit Laemmli-Pufferversetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mitAntikörpern gegen Pet191. Pet191kein AMS: unmodifizierte Form;Pet191red.: reduzierte, mit AMS modifizierte Form; Pet191teilw.red.: teil-weise reduzierte, mit AMS modifizierte Form.
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III - 2.3.2 Die Stabilität der Disulfidbrücken von Pet191 ändert sich nach einer
TCA-FällungEine Fällung mit TCA kann zur teilweisen oder völligen Entfaltung eines Proteins führen(Sagar und Pandit, 1983; Sivaraman et al., 1997). Um zu untersuchen, in wieweit die Fal-tung von Pet191 Einfluss auf die Stabilität seiner Disulfidbrücken hat, wurden aus Hefe-zellen isolierte Mitochondrien mit TCA gefällt und die mitochondrialen Proteine damitentfaltet. Das erhaltene Proteinpellet wurde in einem Puffer mit 2 % SDS aufgenommenund dann wie unter III - 2.3.1 beschrieben mit oder ohne DTT und AMS weiterbehandelt.Nach der Fällung der Mitochondrien mit TCA und damit der Entfaltung der Proteine ver-hielt sich Pet191 während des AMS-Experiments fast identisch, wie es im Versuch mitnativen Mitochondrien beobachtet wurde (vgl. III - 2.3.1). Der einzige Unterschied lag inder Laufgeschwindigkeit des Proteins, nachdem es mit DTT bei 25 °C und AMS behan-delt wurde (s. Abb. 29, Spur 4). Nach dieser Behandlung lief das Protein langsamer, alsdas Protein aus Mitochondrien, die ohne DTT, aber ebenfalls mit AMS inkubiert wordenwaren (Spur 3). Dies war für das Protein aus nativen Mitochondrien nicht beobachtetworden (vgl. Abb. 28, Spuren 3 und 4). Daraus ergab sich, dass durch eine Inkubationmit DTT bei 25 °C im entfalteten Pet191 bereits mindestens eine Disulfidbrücke geöffnetwurde, was im gefalteten Pet191 nicht beobachtet wurde. Die Verlangsamung der Lauf-geschwindigkeit des entfalteten Pet191 nach DTT Behandlung bei 25 °C entsprach abernicht der Verlangsamung der Laufgeschwindigkeit nach DTT Behandlung bei 95 °C (s.Abb. 29, Spuren 4 und 5). Folglich blieben auch im entfalteten Pet191 nach DTT Behand-lung bei 25 °C oxidierte Cysteine und damit Disulfidbrücken erhalten.Allgemein kann gesagt werden, dass durch die Entfaltung von Pet191 mittels TCA-Fällung nicht alle Cysteine des Proteins für AMS zugänglich gemacht wurden. Diesgeschah auch in diesem Experiment erst durch Inkubation mit DTT bei 95 °C. DiesesVerhalten zeigte, dass es keine sterischen Gründe waren, weshalb AMS in nativen Mito-chondrien die Cysteinreste von Pet191 nicht modifizieren konnte, sondern dass dieseCysteine oxidiert vorlagen.Pet191 besitzt also Disulfidbrücken mit unterschiedlicher Qualität. Nach Entfaltung desProteins wird mindestens eine Disulfidbrücke weniger resistent gegenüber einer
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Behandlung mit DTT bei 25 °C. Dies weist darauf hin, dass diese Disulfidbrücke ihre Sta-bilität verloren hat. Möglicherweise wird mindestens eine der Disulfidbrücken in Pet191durch die Faltung des Proteins stabilisiert.
III - 2.4 In vitro Rekonstitution der Bildung von Disulfidbrücken in Pet191
durch das Disulfid-Relay-SystemUm zu zeigen, dass die in Pet191 nachgewiesenen Disulfidbrücken von Mia40 eingebautwerden, wurde ein in vitro Rekonstitutionsexperiment mit rekombinanten Proteinendurchgeführt. Dazu wurde reduziertes Pet191 mit oxidiertem Mia40C bzw. Erv1 15 minbei 25 °C inkubiert. Um die Funktionalität des verwendeten Systems zu kontrollieren,wurde das Mia40-Substrat Tim10 verwendet. Die anschließende Markierung mit AMSmachte die unterschiedlichen Redoxzustände durch Größenunterschiede der modifizier-ten Proteine sichtbar. Versetzen des rekombinanten Pet191 mit AMS zeigte, dass dasProtein reduziert vorlag (s. Abb. 30 A, linker Abschnitt, +AMS). Nach Zugabe von
Abb. 29: Die Stabilität der Disulfidbrücken von Pet191 gegenüber DTT ändertsich nach einer TCA-Fällung.Isolierte Mitochondrien wurden mit TCA gefällt. Das Proteinpellet wurde in SDS-Puffer (2 % SDS, 200 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA) resuspendiert und mit oderohne 5 mM DTT bei 25 oder 95 °C 10 min inkubiert. Danach wurde die Probemit oder ohne AMS (20 mM) 60 min bei 25 °C inkubiert. Die Probe wurdedaraufhin mit Laemmli-Puffer versetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGEund Immunodekoration mit Antikörpern gegen Pet191. Pet191kein AMS: unmo-difizierte Form; Pet191red.: reduzierte, mit AMS modifizierte Form; Pet191teilw.red.: teilweise reduzierte, mit AMS modifizierte Form; II: Form mitmehr reduzierten Cysteinen; Form I entspricht der teilweisen reduzierten Formaus Abb. 28.
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Mia40C bildete sich eine Pet191-Form, die mit weniger AMS markiert wurde, also imLaufe der SDS-PAGE schneller lief (s. Abb. 30 A, rechter Abschnitt). In dieser Form tratenmehr oxidierte Cysteine auf. Diese oxidierte Form entstand nicht nach Inkubation mitErv1 alleine. Jedoch wurde mehr von der oxidierten Form von Pet191 gebildet, wennErv1 zusätzlich zu Mia40C anwesend war. Die Oxidation von Tim10 durch Mia40C zeig-te, dass Mia40C oxidiert und somit aktiv vorlag (s. Abb. 30 B).
Dieses Experiment belegt, dass Pet191 durch Mia40 oxidiert wird. Erv1 selbst oxidiertdie Cysteine des Pet191 jedoch nicht. Wie bereits bekannt ist, oxidiert Erv1 reduziertesMia40 und ermöglicht so eine weitere Runde der Substratoxidierung durch Mia40 (Me-secke et al., 2005). Genauso sorgte Erv1 in diesem Experiment dafür, dass mehr oxidier-tes Mia40 zur Verfügung stand, das wiederum Pet191 oxidieren konnte. Es ist nichtmöglich eine Aussage dazu zu treffen, welche oder wie viele Disulfidbrücken von Mia40Cin Pet191 eingeführt wurden.
Abb. 30: In vitro Rekonstitution der Oxidation von Pet191.Rekombinantes Pet191 oder Tim10 wurde mit 15 mM DTT 10 min bei 25 °C reduziert und über eineNap5-Säule gereinigt. Jeweils 2 µM Protein wurden in Puffer akt. mit 2 µM Mia40 und/oder 2 µM Erv1 für15 min bei 25 °C inkubiert. Dann wurde die Lösung mit AMS (10 mM) versehen und 60 min bei 37 °C imDunkeln inkubiert. Die Probe wurde daraufhin mit 50 mM IAA versehen und mit Laemmli-Puffer versetzt.Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen Pet191 (A) oderTim10 (B). reduziert: Protein ohne Disulfidbrücken, alle Cysteine durch AMS modifiziert; oxidiert: Proteinmit Disulfidbrücken, mögliche freie Thiole mit AMS markiert; nicht markiert: Protein ohne Modifikationdurch AMS; im Falle von Tim10 laufen oxidierte und nicht-markierte Form auf einer Höhe.
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III - 2.5 Interaktion von Pet191 mit Mia40In den vorhergehenden Abschnitten wurde gezeigt, dass der Import von Pet191 in Mito-chondrien vom Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System abhängt. Außerdem trägt Pet191Disulfidbrücken, die von diesem System in das Protein eingebaut werden. Dies implizierteine Interaktion von Pet191 mit Mia40. Im Folgenden soll überprüft werden, ob Pet191mit Mia40 interagiert.
III - 2.5.1 Radioaktiv markiertes Pet191 interagiert mit Mia40 nach in vitro
ImportDa bisher davon ausgegangen wird, dass die Substrate von Mia40 nur während der kur-zen Phase des Imports und ihrer Oxidation mit Mia40 interagieren (Herrmann und Rie-mer, 2012), wurde die Interaktion von Mia40 mit radioaktiv markiertem Pet191 wäh-rend dessen in vitro Imports untersucht. Die Mitochondrien wurden nach dem in vitroImport von Pet191 isoliert, lysiert und eine Immunopräzipitation mit Antikörpern gegenMia40 durchgeführt. Die Proben wurden mittels einer nicht-reduzierenden (ohne β-ME)bzw. reduzierenden (mit 5% β-ME) SDS-PAGE analysiert. Koisoliertes, radioaktivesPet191 wurde nach einer Autoradiographie sichtbar. In der Tat bildete Pet191 mitMia40 ein Intermediat von einer Größe um die 67 kDa (s. Abb. 31, - β-ME). Rechnerischentsprach diese Laufgeschwindigkeit des Intermediats einem Molekül Mia40 und einemMolekül Pet191, wenn man nicht die reine Größe der Proteine, sondern ihre Laufeigen-schaften während einer SDS-PAGE betrachtete (54 kDa bzw. 13 kDa). Dieses Interme-diat konnte in der Immunopräzipitation mit Mia40 Antikörpern spezifisch isoliert wer-den (s. Abb. 31, - β-ME, α-Mia40). Pet191 Monomer war in dieser Spur nicht zu sehen.Dies zeigt, dass nur das Pet191 spezifisch isoliert wurde, das an Mia40 gebunden war.Wenn dieselbe Probe unter reduzierenden Bedingungen analysiert wurde, war dasIntermediat zwischen Pet191 und Mia40 nur noch schwach zu sehen (s. Abb. 31, + β-ME). Stattdessen tauchte in der Spur, die das mit Mia40 koisolierte Material zeigt, (+ β-ME, α-Mia40), das Monomer von Pet191 auf. Dies zeigt, dass unter diesen Bedingungendie intermolekulare Disulfidbrücke zwischen Pet191 und Mia40 reduziert wurde. Wennwährend der Importreaktion 10 mM DTT anwesend waren, wurde der Import von
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Pet191 in die Mitochondrien nahezu komplett verhindert (+ DTT/ - β-ME). In diesemFall waren weder Pet191 Monomer, noch ein Intermediat mit Mia40 zu sehen.Pet191 interagiert also im Laufe seiner Importreaktion mit Mia40. Diese Interaktion istredoxsensitiv und kann durch Inkubation mit β-ME während einer reduzierenden SDS-PAGE aufgelöst werden. Sie beruht folglich auf mindestens einer intermolekularen Disul-fidbrücke.
Abb. 31: Intermediat von Pet191 und Mia40 während des in vitro Imports von Pet191.3 % (v/v) radioaktiv markiertes Pet191 wurden mit 50 µg isolierten Mitochondrien mit hochreguliertemMia40 für 15 min bei 25 °C in 100 µl Importpuffer inkubiert. Unimportiertes Material wurde durch Zugabevon 50 µg/ml Trypsin auf Eis 15 min lang verdaut, danach der Verdau mit STI (1 mg/ml) gestoppt und dieMitochondrien isoliert. Daraufhin wurden die Mitochondrien lysiert und Mia40 mittels Immuno-Präzipita-tion mit Antikörpern gegen Mia40 isoliert. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Autoradiographiedes radioaktiv markierten, koisolierten Pet191. 1% K: 1 % des eingesetzten, radioaktiv markiertenPet191; L: 10 % des lysierten Materials dienten als Ladekontrolle; PI: Präimmunserum; α-Mia40: Antikör-per gegen Mia40C; -/+ β-ME: kein oder 5 % β-ME im Laemmli-Puffer; + DTT: 10 mM DTT währendImportreaktion.
III. Ergebnisse
87
III - 2.5.2 Ein Disulfid-Intermediat zwischen Pet191 und Mia40 bildet sich in
isolierten MitochondrienUm die Frage zu beantworten, ob Pet191 auch außerhalb einer Importreaktion mitMia40 interagiert, wurde untersucht, ob sich das Intermediat zwischen Pet191 undMia40 in isolierten Mitochondrien bildet. Dazu wurden Mitochondrien unter verschiede-nen Bedingungen inkubiert und dann das Laufverhalten des Pet191 mittels SDS-PAGEund Immunodekoration mit Antikörpern gegen Pet191 analysiert. In der Tat konntenach einer nicht-reduzierenden SDS-PAGE eine langsamer laufende Spezies von Pet191beobachtet werden, die die gleiche Laufeigenschaft zeigte, wie sie für das Intermediatzwischen Pet191 und Mia40 nach dem in vitro Import oben beschrieben wurde (s. Abb.32 A, linker Bildabschnitt, - β-ME; vgl. III - 2.5.1). Nach einer reduzierenden SDS-PAGEhingegen konnte diese langsamere Spezies nicht nachgewiesen werden (s. Abb. 32 A,rechter Bildabschnitt, + β-ME). Die langsamere Laufform von Pet191 bildete sich nicht,wenn die Mitochondrien mit DTT inkubiert wurden (s. Abb. 32 A, linker Bildabschnitt, +DTT). Wurden die Mitochondrien aber mit IAA inkubiert, vermehrte sich die Menge ander langsameren Laufform von Pet191 stark (s. Abb. 32 A, linker Bildabschnitt, -DTT+IAA). Die beobachtete langsamere Spezies von Pet191 entsprach sehr wahrscheinlich demIntermediat zwischen Pet191 und Mia40. Dieses Intermediat scheint also auch in isolier-ten Mitochondrien unabhängig vom Import von Pet191 gebildet zu werden. Wie bei demIntermediat beobachtet, das sich während eines Imports von Pet191 bildet, ist das endo-gene Intermediat ebenfalls redoxsensitiv, was darauf schließen lässt, dass es auch aufmindestens einer intermolekularen Disulfidbrücke beruht. Die Anwesenheit von IAAund damit die Blockade aller freien Thiole verstärkt entweder die Bildung oder erhöhtdie Stabilität des Intermediates.Um abschließend zu klären, ob es sich bei der langsameren Laufform wirklich um einIntermediat zwischen Pet191 und Mia40 handelte, wurde eine Ni-NTA-Kopräzipitationdurchgeführt. Dafür wurden Mitochondrien verwendet, in denen Mia40 mit Oktahisti-dyl-Anhang anwesend war. Als Kontrolle der Spezifität der Isolation wurden Mitochond-rien verwendet, in denen Mia40 lediglich hochreguliert war, um die gleiche Menge an
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Mia40 wie im Stamm mit Oktahistidyl-Anhang zu gewährleisten, aber keinen solchenAnhang trug. Um möglichst viel Intermediat nachweisen zu können, wurden die Mito-chondrien vor der Ni-NTA-Kopräzipitation mit IAA inkubiert. Die Proben wurden mittelsSDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörpern gegen Pet191 analysiert. Es wurdengereinigte Antikörper von Pet191 verwendet, so dass die in Abb. 32 A sichtbaren Kreuz-reaktionen nicht mehr auftraten. Tatsächlich konnte die zuvor beobachtete langsamereLaufform von Pet191 auch in der Spur nachgewiesen werden, die das Material enthielt,das zusammen mit Mia40 isoliert wurde (s. Abb. 32 B, Mia40His, E). Aus Mitochondrienmit Mia40 ohne Anhang konnte diese Spezies nicht koisoliert werden (s. Abb. 32 B,Mia40↑, E). Dennoch war die langsamere Spezies von Pet191 auch in diesen Mitochond-rien vorhanden, wie es die Spuren mit den aufgetragenen Mitochondrien (M) und lysier-ten Mitochondrien (L) zeigen.Die langsamere Laufform von Pet191 wurde also von Pet191-Antikörpern erkannt undzusammen mit Mia40 isoliert. Dies zeigt, dass es sich bei dieser Laufform tatsächlich umein Intermediat aus Pet191 und Mia40 handelt. Seine Größe weist darauf hin, dass dassichtbare Intermediat jeweils aus einem Molekül Mia40 und einem Molekül Pet191besteht.Pet191 zeigt also die Besonderheit, auch in isolierten Mitochondrien abseits einerImportreaktion Intermediate mit Mia40 zu bilden.
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III - 2.5.3 Mehr Erv1 verringert die Menge des Intermediats in isolierten Mito-
chondrien nichtEs wäre möglich, dass Mia40 und Pet191 in dem Intermediat aneinander gebunden blei-ben, bis ein zusätzlicher Faktor die Reaktion vollendet. Dieser Faktor könnte die zweiteHauptkomponente des Disulfid-Relay-Systems sein, Erv1. Für das Substrat Cmc1 wurdegezeigt, dass es Mia40 und funktionelles Erv1 benötigt, um effizient oxidiert und ausdem Intermediat mit Mia40 entlassen zu werden (Bourens et al., 2012). Um zu testen, obErv1 fähig ist, das Intermediat zwischen Pet191 und Mia40 zu lösen, wurden isolierte
Abb. 32: Das Intermediat zwischen Pet191 und Mia40 wird auch in isolierten Mito-chondrien gebildet.A) Isolierte Mitochondrien wurden in SH-Puffer mit oder ohne 5 mM DTT 10 min bei25 °C und dann mit oder ohne 80 mM IAA 20 min bei 25 °C inkubiert. Die Probenwurden anschließend mit Laemmli-Puffer ohne und mit 5 % β-ME versetzt (-/+ β-ME). Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mit Antikörperngegen Pet191. *: unspezifische Kreuzreaktion des ungereinigten Pet191-Antikörpers.B) Isolierte Mitochondrien wurden in SH-Puffer mit 80 mM IAA 20 min bei 25 °Cinkubiert. Dann wurden die Mitochondrien lysiert und Mia40 mittels Ni-NTA-Präzipi-tation isoliert. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunodekoration mitgereinigten Antikörpern gegen Pet191. M: 10 % unlysierte Mitochondrien; L: 10 %des lysierten Materials dienten als Ladekontrolle; E: Eluat, gebundenes Material;Mia40↑: Mitochondrien mit hochreguliertem Mia40; Mia40His: Mitochondrien mitMia40 mit Oktahistidyl-Anhang.
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Mitochondrien untersucht, die unterschiedliche Mengen von Erv1 enthielten. WennErv1 dafür sorgen würde, dass das Intermediat aus Pet191 und Mia40 aufgelöst wird,wäre weniger Intermediat zu erwarten, wenn mehr Erv1 in den Mitochondrien zur Ver-fügung stünde. Es wurde jedoch beobachtet, dass in Mitochondrien, aus Zellen in denendie Expression von Erv1 hochreguliert war, nicht weniger Intermediat nachgewiesenwerden konnte als in Mitochondrien aus zugehörigen WT-Zellen (s. Abb. 33). Als Lade-kontrolle diente Tim44.Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die Menge des Intermediats aus Pet191 undMia40 von den Mengen an Erv1 unabhängig ist und Erv1 deshalb wohl nicht für eineAuflösung des Intermediats verantwortlich ist.
Abb. 33: Die Menge des Intermediats aus Pet191 und Mia40hängt nicht von der Menge an Erv1 ab.Isolierte Mitochondrien aus WT-Zellen (WT) oder aus Zellenmit hochregulierter Expression von Erv1 (Erv1↑) wurdenmit 80 mM IAA in SH-Puffer 25 min bei 25 °C inkubiert. DieMitochondrien wurden isoliert und mit Laemmli-Puffer ver-setzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und Immunode-koration mit Antikörpern gegen Pet191 (oberer Bildab-schnitt) und Tim44 (unterer Bildabschnitt).
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IV Diskussion
IV - 1 Ccs1
IV - 1.1 Der Importweg von Ccs1 in MitochondrienObwohl Ccs1 kein Zwillings-CXnC-Motiv trägt, ist sein Import in Mitochondrien dennochvon Mia40 abhängig (Reddehase et al., 2009). In dieser Arbeit sollte analysiert werden,welche Cysteine von Ccs1 für seinen Import in den IMR durch das Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System verantwortlich sind. Ccs1 gelangt höchstwahrscheinlich reduziert undentfaltet durch die TOM-Pore in den IMR. Mit seinem Cystein C64 bildet es eine intermo-lekulare Disulfidbrücke mit Mia40. Daraufhin wird durch Mia40 eine Disulfidbrücke inCcs1 zwischen seinen Cysteinresten C27 und C64 eingebaut und seine Domäne I faltet.Dadurch ist das nun gefaltete Protein im IMR der Mitochondrien gefangen (foldingtrap-Mechanismus). Die Unterschiede in den mitochondrialen Mengen der untersuchtenCcs1-Cystein-zu-Serin-Varianten zeigen deutlich, dass das Cystein C64 eine wichtigeRolle in der Lokalisation von Ccs1 hat. Falls dieses Cystein fehlt, wie in den Ccs1-Varian-ten C64S und C27/64S, ist die Menge an Ccs1 in Mitochondrien stark verringert. Um zubeweisen, dass die Verminderung an Protein in diesen Varianten in der Tat auf wenigerImport und nicht nur auf eine geringere Stabilität in den Mitochondrien zurückzuführenist, wurden Ccs1-Fusionsprotein-Varianten mit einer Cytochrom b2-Präsequenz unter-sucht, deren Importweg unabhängig von Mia40 ist. In diesem Fall glichen sich alle mito-chondrialen Proteinmengen der Ccs1-Fusionsprotein-Varianten mit Ausnahme derhochregulierten Mengen der Fusionsprotein-Variante C229/231S. Dadurch ist gezeigt,dass Ccs1 ohne das Cystein C64 in Mitochondrien genauso stabil ist wie das WT-Ccs1.Vielmehr hat das Fehlen des Cysteins C64 direkte Auswirkungen auf den Mia40-abhän-gigen Import.Die Menge an importiertem Ccs1 erhöht sich für die Varianten C17/20S und C229/231Ssowie für den WT, wenn die Menge an Mia40 hochreguliert ist. Die Variante C27/64S istjedoch nicht von einer Hochregulierung der Menge an Mia40 betroffen. Dies erklärt sichdadurch, dass keine Interaktion zwischen dem Cystein C64 und Mia40 stattfinden kann.Deshalb erhöht sich die Häufigkeit dieser Interaktion auch nicht, wenn mehr Mia40 in
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Mitochondrien zur Verfügung steht. Die Menge an importiertem Ccs1 C27/64S wirdnicht erhöht. Interessanterweise wird Ccs1 C27/64S in geringen Mengen immer noch inMitochondrien importiert. Es ist unbekannt, durch welchen Mechanismus diesgeschieht. In Mitochondrien mit reduzierten Mengen an Mia40 ist diese Menge derVariante C27/64S hingegen nochmals leicht erniedrigt gegenüber der Menge in WT-Mitochondrien. Dieser Effekt ist schwer zu erklären, weist er ja darauf hin, dass die Pro-teinmenge trotz fehlendem Cystein C64 nicht gänzlich von Mia40 unabhängig zu seinscheint. Eine mögliche Erklärung wäre, dass Mia40 mit anderen Cysteinen von Ccs1interagieren kann. Dies könnte speziell dann der Fall sein, wenn das Cystein C64 fehlt. Esist auch denkbar, dass Mia40 abseits des Imports mit zusätzlichen Cysteinen von Ccs1interagiert, um diese zu oxidieren, und dadurch zum Beispiel die funktionellen CysteineC229 und C231 zu aktivieren. Diese eigentlich funktionelle Interaktion führt dann zumImport der Varianten ohne dem Cystein C64. Da aber auch die Cystein-freie Ccs1-Vari-ante in Mitochondrien zu finden ist, muss es einen Importmechanismus geben, der gänz-lich von Cysteinen in Ccs1 unabhängig ist. Möglich wäre, dass der Mia40-unabhängigeImport von Ccs1 wiederum von einem Faktor abhängt, der selbst Mia40 abhängig ist. Ineinem Stamm mit hochregulierten Mengen an Mia40 erhöhen sich die Mengen der typi-schen Substrate des Disulfid-Relay-Systems wie beispielsweise Tim13 nicht, da schon inStämmen mit normalen Mengen an Mia40 alle translatierten Substratproteine vollstän-dig in Mitochondrien importiert werden (Reddehase et al., 2009). Damit wäre auch nichtmehr von dem unbekannten Faktor in diesen Mitochondrien zu finden, wodurch dieMenge von Ccs1 C27/64S nicht erhöht würde. Wenn jedoch die Mengen von Mia40runterreguliert werden, verringert sich die Menge des Faktors in Mitochondrien und mitihm die Menge an importiertem Ccs1. Die Ccs1-Varianten ohne das Cystein C64 wärenalso nicht mehr direkt, aber immer noch indirekt in ihrem Import von Mia40 abhängig.
IV - 1.2 Die Interaktion von Ccs1 mit Mia40Die Untersuchungen der Cystein-zu-Serin-Varianten von Ccs1 haben gezeigt, dass Mia40vor allem mit dem Cystein C64 von Ccs1 interagiert. Die Frage bleibt, wie Mia40 Ccs1erkennt. Obwohl Ccs1 sich stark von anderen Substraten des Disulfid-Relay-Systems
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unterscheidet, zeigt es doch auch Gemeinsamkeiten. So ist ein bestimmtes Cystein wich-tig für den Import des Proteins. Zusätzlich finden sich auch in Ccs1 zwei α-Helices, anderen Enden jeweils die Cysteine C27 und C64 liegen (Lamb et al., 1999). Die Sequenzum das Cystein C64 zeigt Ähnlichkeiten mit einem ITS-Signal (X[Ar]XX[Hy][Hy]XXC,Sideris et al., 2009). So finden sich, neben anderen hydrophoben AS, mit Leucin L61 undAlanin A68 jeweils eine hydrophobe AS auf Position -3 und +3. Ein schwächeres ITSkönnte auch um das Cystein C27 zu finden sein, wo ebenfalls eine amphipathische α-Helix existiert und sich ein Isoleucin an Position -3 und ein Valin an Position +4 befin-den. Ganz allgemein scheint in Substraten als Erkennungs- und Importsignal für Mia40eine α-Helix zu dienen, die ein Cystein enthält und eine hydrophobe Seite aufweist. Dadiese Voraussetzungen nicht sehr sequenzspezifisch sind, könnte es viele weitere Subst-rate des Disulfid-Relay-Systems geben, die bisher durch bloße Sequenzvergleiche nochnicht entdeckt worden sind. Die Sequenzen um die anderen Cysteine von Ccs1 zeigenhingegen kein ITS-Signal. Dennoch könnte auch eine Interaktion zwischen Mia40 undCcs1 möglich zu sein, wenn beide Cysteine C27 und C64 aus Ccs1 entfernt wurden, wasden sehr schwachen Import der Variante C27/64S und der Variante ohne Cysteine inMitochondrien erklären würde. Dies könnte in den Mitochondrien mit der Ccs1-VarianteC27/64S dadurch geschehen, dass Mia40 mit anderen Cysteinen von Ccs1 interagiert. Indiesem Fall gibt es jedoch möglicherweise nicht genug des mutierten Proteins, um dieBildung einer geringen Menge des Intermediates über andere Cysteine in sichtbarenMengen zu ermöglichen. Wahrscheinlich wäre aber auch, dass die hydrophoben AS vonCcs1, die trotz der Mutation der Cysteine immer noch rund um C64 und C27 erhaltengeblieben sind, ausreichen, um die Bildung eines Intermediats zu erlauben, wie es auchfür das Substrat Atp23 nach Entfernen all seiner Cysteine beobachtet werden konnte(Sideris et al., 2009; Milenkovic et al., 2009; Weckbecker et al., 2012). Diese Interaktion,die auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhen würde, könnte man jedoch in einerSDS-PAGE nicht direkt sichtbar machen. Mia40 könnte dann als Faltungsplattform fürCcs1 dienen. Ein möglicherweise auf diese Weise erzeugter, geringer Restimport wirdfür Ccs1 beobachtet. Dadurch wäre aber nicht erklärt, warum nicht mehr der Cystein-freien Ccs1-Variante in den Mitochondrien  gefunden wird, wenn mehr Mia40 anwesendist, wie dies im Falle einer Hochregulation der Menge an Mia40 der Fall ist. Die Weise,
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wie Ccs1 ganz ohne Cysteine Mia40-unabhängig in Mitochondrien importiert, ist mitdem momentanen Modell des Imports nicht zu erklären. Es wäre interessant, ob Ccs1mit einem weiteren Faktor im IMR von Mitochondrien interagiert und so in die Mito-chondrien importiert werden könnte.
IV - 1.3 Der Redoxzustand von Ccs1 in MitochondrienEs konnte gezeigt werden, dass Ccs1 in Mitochondrien eine stabile Disulfidrücke zwi-schen den Cysteinen C27 und C64 trägt. Die Ergebnisse deuten sehr stark darauf hin,dass diese Disulfidbrücke von Mia40 in das Protein eingebaut wird. Damit unterscheidetes sich von den Substraten mit Zwillings-CXnC-Motiv, die jeweils (mindestens) zweiDisulfidbrücken tragen (Allen et al., 2003; Arnesano et al., 2005; Webb et al., 2006; Herr-mann und Riemer, 2012). Das einzige bisher bekannte Substrat, in das Mia40 nur einestabilisierende Disulfidbrücke einbaut, ist Erv1, das aber selbst Teil des Disulfid-Relay-Systems ist (Terziyska et al., 2007; Ang und Lu, 2009; Kallergi et al., 2012). Die stabileDisulfidbrücke in Ccs1 hat scheinbar nur eine strukturelle, aber keine funktionelle Auf-gabe, da zytosolisches Ccs1 diese Brücke nicht trägt, es aber dennoch aktiv ist (Culotta etal., 1997). Außerdem konnte gezeigt werden, dass Sod1 in Mitochondrien mit derCcs1-Variante C27/64S immer noch oxidiert und aktiviert vorliegt (diese Arbeit undCaroline Burgard, Groß et al., 2011). In den Mitochondrien hat die Disulfidbrücke zwi-schen den Cysteinen C27 und C64 jedoch einen großen Einfluss auf die stabile Faltungdes Proteins (s. III - 1.6 und IV - 1.4). Die Formation dieser Disulfidbrücke führt zumImport von Ccs1 in den IMR von Mitochondrien und macht es damit abhängig vomMia40-Erv1-Disulfid-Relay-System. Es ist nicht geklärt, ob die Faltung von Ccs1 schondurch die Interaktion mit Mia40 ausgelöst wird, oder erst nach der Oxidation der Cys-teine C27 und C64 erfolgt.
IV - 1.4 Die stabile Faltung von Ccs1Die Bildung der Disulfidbrücke in Ccs1 ist nicht nur wichtig für den Import von Ccs1,sondern auch für dessen stabile Faltung in Mitochondrien. Fehlen die Cysteine C27 undC64 in Ccs1, ist die Domäne I gegenüber einem Verdau durch Trypsin nicht geschützt.
IV. Diskussion
95
Das deutet darauf hin, dass diese Domäne in mitochondrialem Ccs1 ohne die Bildung derDisulfidbrücke nicht richtig gefaltet ist. Im Zytosol findet sich jedoch kaum oxidiertesCcs1 (diese Arbeit und Klöppel et al., 2011). Da Ccs1 auch im Zytosol aktiv ist und Sod1aktiviert (Culotta et al., 1997), muss Ccs1 dort auch falten. Mia40 steht in diesem Zell-kompartiment nicht zur Verfügung (Chacinska et al., 2004; Naoé et al., 2004; Terziyskaet al., 2005). Eventuell gibt es ein spezifisches oder generelles Chaperon, das dafür sorgt,dass Ccs1 auch ohne Disulfidbrücke in der Domäne I zwischen den Cysteinen C27 undC64 im Zytosol faltet. Es ist denkbar, dass sich der native Faltungszustand von Ccs1 imZytosol und in den Mitochondrien unterscheidet.Die Faltung von Ccs1 ist besonders im Hinblick auf die Verteilung des Proteins zwischenZytosol und IMR interessant, da die Verteilung von Ccs1 zwischen Zytosol und dem IMRder Mitochondrien direkt von dieser Faltung im Zytosol abhängt. Faltet sich Ccs1 imZytosol schnell, dann kann es nicht mehr in die Mitochondrien gelangen, da nur ungefal-tetes Ccs1 durch die TOM-Pore eindringen kann. Faltet sich Ccs1 aber in den Mitochond-rien besonders schnell, da das Disulfid-Relay-System aktiver ist, dann wird mehr desProteins im IMR lokalisiert. Die Lokalisation von Ccs1 bedingt wiederum direkt dieLokalisation von Sod1 (Field et al., 2003; Reddehase et al., 2009). Somit könnte dieMenge an Sod1, die sich in Mitochondrien befindet, über die Kontrolle der Faltung vonCcs1 gesteuert werden.
IV - 1.5 Modell der Biogenese von Ccs1Es konnte bestätigt werden, dass Ccs1 trotz seiner ungewöhnlichen Architektur ein voll-wertiges Substrat des Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems ist. Mia40 interagiert mit demCystein C64 und baut eine stabile Disulfidbrücke zwischen den Cysteinen C64 und C27in das Protein ein. Dadurch wird die Faltung von Ccs1 in Mitochondrien stabilisiert unddas Protein in den IMR importiert (s. Abb. 34). Nach dem Import von Ccs1 in den IMRkann dieses wiederum mit Sod1 interagieren und die Superoxid Dismutase aktivieren,die ebenfalls entfaltet und inaktiv als apo-Sod1 in die Mitochondrien eintreten muss(Field et al., 2003). 
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Im Zytosol trägt Ccs1 die stabile Disulfidbrücke nicht. Dennoch wird das Protein dortgefaltet und liegt vermutlich stabil vor (in Abb. 34 nicht dargestellt). Wie Ccs1 Sod1genau aktiviert, ist nicht bekannt. Die beiden Cysteine C229 und C231 der Domäne IIIspielen dabei eine wichtige Rolle (Schmidt et al., 1999). Ob diese Cysteine jedoch vonMia40 oxidiert werden müssen, um ihre Funktion zu erfüllen, ist nicht bekannt. Einegemeinsame Struktur von Ccs1 und Sod1 zeigt eine intermolekulare Disulfidbrücke zwi-schen dem Cystein C229 des Ccs1 und dem Cystein C57 der Sod1 (Lamb et al., 2001).Um abschließend klären zu können, ob Mia40 auch mit einem der Cysteine C229 undC231 des Ccs1 interagieren und an dieser Stelle eine Disulfidbrücke in das Protein ein-bauen kann, benötigt es weiterer Untersuchungen. Gänzlich unbekannt ist außerdem,wie Ccs1 das Kupfer erhält, das es für die Aktivierung von Sod1 sowohl im Zytosol alsauch in den Mitochondrien benötigt. Da Ccs1 entfaltet durch den TOM-Komplex in denIMR von Mitochondrien importiert, muss es vermutlich im IMR mit Kupfer beladen wer-den. Es ist möglich, dass sich das System dieser Beladung in Mitochondrien und im Zyto-sol unterscheidet.
Abb. 34: Modell des Imports von Ccs1 in den IMR von Mitochondrien und die Bildung von aktivem holo-Sod1.
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IV - 2 Pet191
IV - 2.1 Der Import von Pet191 in MitochondrienPet191 ist ein kleines IMR-Protein mit Zwillings-CX9C-Motiv. Es wurde bisher nicht alsSubstrat des Disulfid-Relay-Systems bestätigt. Khalimonchuk und Kollegen zeigten 2008,dass der Import von Pet191 in Mitochondrien unabhängig von Erv1 ist (Khalimonchuket al., 2008). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte diese Unabhängigkeit desImports von Pet191 von Erv1 und damit vom Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems nichtbestätigt werden. Die vormals beobachtete Unabhängigkeit der mitochondrialen Pet191Mengen von Erv1 könnte durch den in der damaligen Studie verwendeten Myc-Anhangan Pet191 bedingt sein. In dieser Arbeit hingegen wurde Pet191 nur ohne Anhang fürdie Untersuchungen verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass die Mengen an Pet191 inMitochondrien stark sowohl von Mia40 als auch von Erv1 abhängen. Zusätzlich ist auchder in vitro Import von Pet191 in isolierte Mitochondrien direkt von den Mengen anMia40 und von der Funktionalität von Erv1 abhängig. Dies belegt, dass diese beiden Pro-teine für die Lokalisierung von Pet191 im IMR von Mitochondrien eine große Rolle spie-len. Weiterhin zeigt Pet191 eine für Mia40-Substrate typische Unabhängigkeit vonzusätzlichem ATP und NADH für seinen Import (Lutz et al., 2003). Sein Import ist jedochabhängig von der Konzentration an DTT. Dies spricht dafür, dass Pet191 ungefaltet undreduziert an oxidiertes Mia40 bindet, dann Disulfide von Mia40 eingeführt werden unddas gefaltete und für eine Passage der TOM-Pore nun zu große Protein im IMR lokali-siert bleibt. Dass Mia40 und Erv1 zusätzlich Einfluss auf die Stabilität von Pet191 haben,kann nicht ausgeschlossen werden. Es ist hingegen sehr wahrscheinlich, dass das Pro-tein ohne das Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System im IMR reduziert, entfaltet und nicht-funktionell bleibt. Dadurch diffundiert Pet191 durch die TOM-Pore zurück in das Zytosoloder wird von im IMR residierenden Proteasen erkannt und degradiert. Der Import vonPet191 hängt also direkt vom Mia40-Erv1-Disulfid-Relay-System ab. Damit ist Pet191ein weiteres Substrat von Mia40 mit Zwillings-CX9C-Motiv.
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IV - 2.2 Der Redoxzustand von Pet191 in MitochondrienWie andere Substrate von Mia40 besitzt natives Pet191 in Mitochondrien Disulfidbrü-cken. Diese Disulfide sind stabil und werden durch DTT erst während einer Inkubationbei 95 °C geöffnet. Von Mia40 selbst ist bekannt, dass die Cysteine seines Zwillings-CX9C-Motivs zwei stabile Disulfidbrücken formen, die erst bei 95 °C von DTT reduziert wer-den (Grumbt et al., 2007; Terziyska et al., 2009). Auch Cox17, ein anderes Substrat vonMia40 mit einem Zwillings-CX9C-Motiv, bildet zwei stabile Disulfidbrücken zwischenden Cysteinen dieses Motivs (Palumaa et al., 2004; Arnesano et al., 2005). Da Pet191,wie gezeigt, ein Importsubstrat von Mia40 ist und von rekombinantem Mia40C oxidiertwerden kann, ist es wahrscheinlich, dass die Cysteine des Zwillings-CX9C-Motivs, C5,C15, C46 und C56, wie in anderen Mia40 Substraten mit diesem Motiv, oxidiert vorliegenund zwei strukturelle, stabile Disulfidbrücken bilden.Die Frage bleibt, wie der Redoxzustand der restlichen drei Cysteine in Pet191 ist. Nachder Behandlung des nativen Proteins mit AMS kam es zu einer Verringerung der Laufge-schwindigkeit in einer SDS-PAGE. Das zeigt, dass mindestens ein Cysteinrest von Pet191reduziert vorliegt und damit zugänglich für AMS ist. Aus der Änderung der Laufge-schwindigkeitsänderung lässt sich jedoch nicht direkt schließen, wie viele AMS-Mole-küle pro Protein gebunden haben, also wie viele Cysteine reduziert vorlagen, da dieLaufeigenschaften der Proteine während einer SDS-PAGE nicht immer genau ihrerGröße entsprechen. Sicher ist, dass bei einer ungeraden Anzahl von Cysteinen eines vonihnen von intramolekularen Disulfidbrücken ausgeschlossen bleibt. Wahrscheinlich liegtdas nicht-konservierte Cystein C86 im nicht-konservierten C-term. Ende von Pet191reduziert vor. Intermolekulare Disulfidbrücken konnten bei Pet191 in Hefemitochond-rien nicht beobachtet werden. Interessanterweise ist der Abstand zwischen den beidenCysteinen C21 und C32, die zwischen den inneren Cysteinen des Zwillings-CX9C-Motivsliegen, ebenfalls von Hefe bis Mensch über das Tier- und Pflanzenreich konserviert. Zwi-schen C15 und C21 liegen 5 AS, zwischen C21 und C32 10 (bzw. selten 9) AS. Dies deutetdarauf hin, dass diese Cysteine eine Funktion in Pet191 erfüllen, obwohl sie kein Teil desZwillings-CX9C-Motivs sind. Tests mit überexprimierten und Anhänge tragenden Cyste-in-zu-Alanin-Mutanten von Pet191 zeigten, dass die Mutante C32A auf Glyzerin einen
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Wachstumsdefekt aufweist (Khalimonchuk et al., 2008). Bei der Mutante C21A wurdenur ein leichter Wachstumsdefekt auf Glyzerin bei 30 °C, jedoch ein stärkerer bei 37 °Cbeobachtet (Khalimonchuk et al., 2008). Nach den vorliegenden Daten könnten die bei-den Cysteine C21 und C32 ebenfalls eine Disulfidbrücke bilden. Ebenso ist es möglich,dass sie funktionsabhängig mit anderen Cysteinen von Pet191 oder mit Cysteinen ande-rer Interaktionspartnern interagieren.Eine TCA-Fällung änderte nichts an der Modifizierbarkeit der Cysteine von Pet191 mitAMS. Nach der Fällung konnte jedoch mindestens eine der Disulfidbrücken durch DTTschon bei 25 °C reduziert werden, die im nativen Protein nach Inkubation mit DTT bei25 °C stabil war. Die Verringerung der Stabilität gegenüber DTT muss auf die kompletteoder teilweise Entfaltung von Pet191 zurückzuführen sein. Dadurch ändert sich dieUmgebung der Disulfidbrücke(n), die Stabilität der Brücke nimmt ab und die Cysteinewerden durch DTT schon bei 25 °C reduziert und durch AMS modifiziert.Die Identifikation der genauen Cysteinpaare, die in diese Vorgänge involviert sind, istdurch die mit dem Wildtypprotein durchgeführten Experimente nicht möglich. Um dieZahl und Natur der Disulfidbrücken in Pet191 eindeutig zu analysieren, ist es unabding-bar, verschiedene Cystein-zu-Serin-Varianten zu erzeugen. Mit diesen kann durch AMS-Experimente festgestellt werden, welche Cysteine in Pet191 Disulfidbrücken bilden.
IV - 2.3 Die Interaktion von Pet191 mit Mia40In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Pet191 mit Mia40 während eines in vitro Importsinteragiert und dass dieser Import und die Interaktion der Proteine von der Konzentra-tion an DTT bzw. βME abhängig sind. Dies beweist, dass Pet191 ein Substrat desMia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems ist. Eine klare ITS (CXX[Hy][Hy]XX[Ar]XXC; Sideriset al., 2009; ebenfalls MISS-Signal: Milenkovic et al., 2009) existiert in S. cerevisiaePet191 jedoch nicht. Es bleibt also fraglich, mit welchem Cystein von Pet191 Mia40interagiert. Die in Pet191 von H. sapiens in der zweiten α-Helix mit CX9C-Motiv vermu-tete ITS (C47-L50-K51-F54; Huigsloot et al., 2011) findet sich in S. cerevisiae so nicht(C46-Q49-M50-F53). In dem Bereich des vermuteten ITS wurde bei einem Menschenmit Störung der Assemblierung des Komplexes IV die rezessive Mutation von PET191
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A53P beschrieben. Diese Mutation könnte die oxidative Faltung des Proteins stören, ent-weder durch Zerstörung des ITS oder durch Störung der Bildung der α-Helix (Huigslootet al., 2011).Mit welchem Cystein des Hefe-Pet191 Mia40 interagiert, könnte durch Cystein-zu-Serin-Mutanten von Pet191 bestimmt werden. Dadurch wäre es möglich, die genaue Sequenzum das interagierende Cysteine zu ermitteln und möglicherweise ein leicht abgewandel-tes ITS zu bestätigen oder ein neues Motiv zu entdecken, das auch in noch unbekanntenSubstraten auftreten könnte.Pet191 und Mia40 bilden auch außerhalb einer Importreaktion in isolierten Mitochond-rien ein Intermediat. Dies könnte darauf hinweisen, dass Mia40 nicht nur während desImports, sondern auch später für das bereits gefaltete Pet191 eine Rolle spielt. Vielleichtist diese Interaktion wichtig für die noch unbekannte Funktion dieses Proteins. Es wäredenkbar, dass Pet191 im Laufe seiner Funktion reduziert wird und dann von Mia40erneut oxidiert werden muss, um seine Funktionalität zu behalten, wies es auch vonMia40 selbst bekannt ist, das von Erv1 reoxidiert wird. Möglicherweise spielen inPet191 in diesem Fall die beiden ebenfalls stark konservierten Cysteine C21 und C32außerhalb des Zwillings-CX9C-Motivs eine Rolle.Interessant wäre ebenfalls eine Untersuchung auf eine mögliche Interaktion von Pet191mit Erv1. Das Rekonstitutionsexperiment hat zwar gezeigt, dass Erv1 nicht in der Lageist, in Abwesenheit von Mia40 Pet191 in vitro zu oxidieren. Dennoch ist es möglich, dassErv1 in vivo eine direkte Rolle in der Oxidation dieses Proteins spielt, wie es für dasSubstrat Cmc1 in vitro gezeigt wurde (Bourens et al., 2012). Cmc1 trägt wie Pet191 eineungerade Anzahl an Cysteinen. Denkbar wäre eine Rolle von Erv1 in der Entstehungeiner möglichen dritten Disulfidbrücke in Pet191.
IV - 2.4 Erkenntnisse zur Biogenese von Pet191Die Ergebnisse dieser Studie charakterisieren Pet191 als vollwertiges Substrat desMia40-Erv1-Disulfid-Relay-Systems. Der Import in Mitochondrien ist von diesem Systemabhängig und, wie bei anderen Substraten, redoxsensitiv. Dies lässt den Schluss zu, dassPet191 reduziert in den IMR der Mitochondrien eindringt und dort von Mia40 oxidiert
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wird. Darauf weist ebenfalls der Nachweis von stabilen Disulfidbrücken im Protein alsauch die Oxidation von rekombinantem, reduziertem Pet191 in vitro durch rekombinan-tes Mia40 hin. Die Frage bleibt, ob Pet191 zwei Disulfidbrücken trägt, wie andere Vertre-ter der Gruppe der Proteine mit Zwillings-CX9C-Motiv, oder ob die beiden stark konser-vierten AS C21 und C32 ebenfalls eine Disulfidbrücke bilden. Solange die Funktion vonPet191 und die Anzahl seiner Disulfidbrücken nicht geklärt sind, kann keine klare Aus-sage über die mögliche Ursache des Intermediats getroffen werden, das sich möglicher-weise auch außerhalb der typischen Importreaktion zwischen Pet191 und Mia40 bildet.Vorstellbar wäre, dass die Cysteine von Pet191 im Rahmen seiner Funktion reduziertwerden. Das Protein muss deshalb immer wieder von Mia40 oxidiert werden, um seineFunktion wiederzuerlangen.
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